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Resumo 

Cambui, C. C. N., Phage Display de peptídeos e de anticorpos: uma 

combinação para a engenharia de biofármacos para doenças com um 

componente angiogênico. 2023. 83p. Tese - Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Biológicas (Bioquímica). Instituto de Química, Universidade de São 

Paulo, São Paulo 

Anticorpos são proteínas usadas pelo sistema imunológico para identificar e 

neutralizar corpos estranhos como bactérias, vírus ou células tumorais. O uso de 

anticorpos, especialmente anticorpos monoclonais, encontra aplicações que se 

estendem desde o seu uso como ferramentas científicas, até biofármacos para 

o tratamento das mais diversas doenças. A produção de anticorpos monoclonais, 

todavia, é um processo árduo. As principais técnicas para a produção dessas 

biomoléculas, como o hibridoma ou phage display de anticorpos são 

dependentes da imunização de animais, um fator limitante, especialmente se o 

antígeno a ser utilizado for pouco imunogênico, um antígeno próprio ou 

altamente tóxico. Nesse trabalho, estabelecemos um método alternativo para a 

produção racional de anticorpos utilizando uma combinação de phage display de 

peptídeos e phage display de anticorpos. A primeira técnica permite o isolamento 

de ligantes bioativos. Esses ligantes podem então ser inseridos em estruturas de 

anticorpos nas regiões de reconhecimento do antígeno para a produção de 

bibliotecas de anticorpos direcionados contra o alvo em estudo, permitindo, 

deste modo, a seleção de imunoglobulinas específicas e direcionadas a regiões 

biologicamente importantes do alvo. Demonstramos a viabilidade desse 

processo isolando anticorpos anti-Tie1.  Tie1 é um receptor tirosina quinase 

expresso em células endoteliais que é importante no processo de formação de 

vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes (angiogênese). Esse receptor 

pertence a uma família composta por apenas um outro membro, o receptor Tie2. 

Apesar do extenso conhecimento a respeito dos ligantes e vias de sinalização 

ativadas por Tie2, Tie1 continua a ser, até o momento, um receptor órfão. 

Utilizando a tecnologia de phage display de peptídeos, isolamos um ligante de 

Tie1 capaz de inibir a angiogênese em um modelo murino de retinopatia induzida 

por oxigênio. Esse peptídeo foi então utilizado como base para a construção de 



 
 

bibliotecas de anticorpos direcionados contra a porção extracelular de Tie1. 

Mostramos que nosso método é eficiente para o isolamento de anticorpos 

monoclonais no formato de single chain (scFv). Além disso, utilizando a 

tecnologia de phage display de peptídeos, isolamos um peptídeo contra o 

receptor gp130, um receptor transmembrânico que atua na inflamação, na 

angiogenese e em diversos outros processos biológicos. Esse peptídeo poderá 

ser explorado, futuramente, em vias relacionadas à resposta imune, inflamação, 

assim como na angiogênese. 

Palavras chave: Angiogênese, Receptores Tirosina quinase, phage display, 

Tie1, gp130, desenho racional de anticorpos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Cambui, C. C. N., 2023. Peptide and antibody phage display: a combination 

for engineering biodrugs against diseases with an angiogenic component. 

83p PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Antibodies are biomolecules used by the immune system to identify and 

neutralize foreign bodies such as bacteria, viruses and/or tumor cells. Monoclonal 

antibodies have a broad range of applications, being used as scientific tools and 

even as biodrugs to tread a variety of diseases. However, the production of 

antibodies is challenging. The main techniques used in this process are the 

hybridoma technology and antibody phage display. These techniques, however, 

rely on animal immunization, which is a limiting factor, especially when the 

antigen used is toxic, non-immunogenic or a self-antigen. In this study, we 

combined peptide and antibody phage display to develop an alternative method 

to generate antibodies. Peptide phage display allows the isolation of bioactive 

peptides. These peptides can be engineered in an antibody scaffold, allowing the 

construction of libraries directed against any target. Therefore, these libraries 

allow the isolation of immunoglobulins that bind biological active sites located on 

the antigen. We demonstrated the viability of this process by isolating antibodies 

against Tie1. Tie1 is a tyrosine receptor kinase (RTK) expressed by endothelial 

cells. This receptor plays a key role in angiogenesis, the formation of new blood 

vessels from pre-existing ones. Tie1 is a member of a family of RTKs composed 

by only two members: Tie1 and Tie2. Tie2 is an extensively studied receptor. Its 

ligands and pathways are well known. However, little is known about Tie1, which 

stills an orphan receptor. We isolated a peptide directed against the extracellular 

region of Tie1 using peptide phage display. This peptide displayed an 

antiangiogenic activity on a murine model of oxygen-induced retinopathy and was 

used to construct an antibody library directed against Tie1. The isolation of 

specific single-chain antibodies against Tie1 demonstrates the efficiency of our 

method. As a second part of this work, we isolated a peptide directed against the 

extracellular portion of gp130, a pleiotropic glycoprotein receptor that plays 

important roles in several biological processes, such as inflammation and 



 
 

angiogenesis. We hope that this peptide may be used to investigate pathways 

related to the immune response, inflammation and angiogenesis.  

Key worlds: Angiogenesis, Tyrosine Receptor Kinase, Phage Display, 

Tie1, gp130, Rational Antibody Design. 
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1. Introdução 

1.1 Angiogênese  

Angiogênese é a formação de vasos sanguíneos a partir de vasos já pré-

existentes. Tal processo é fundamental para a reprodução humana, 

organogênese (atuando em conjunto com a vasculogênese), reparo de feridas e 

reparo tecidual (FALLAH et al., 2019). Em adultos, os vasos sanguíneos 

permanecem quiescentes e raramente formam novas ramificações em 

condições fisiológicas. Todavia, em situações que envolvem reparo tecidual (LI; 

ZHANG; KIRSNER, 2003), durante o ciclo menstrual (DEMIR; YABA; 

HUPPERTZ, 2010), assim como no processo de formação da placenta (CHEN; 

ZHENG, 2014), ou em doenças dependentes de angiogênese (câncer, 

retinopatia diabética, aterosclerose, dentre outras) (CHEN; ZHENG, 2014), tal 

processo possui um papel crítico. O conceito de doenças dependentes de 

angiogênese foi primeiramente descrito por Judah Folkman em 1971, que 

demonstrou que o bloqueio da formação de vasos sanguíneos ocasionava a 

supressão do crescimento tumoral e diminuição da metástase (FOLKMAN, 

1971). 

De um modo simplificado, a angiogênese pode ser dividida em quatro 

estágios (FIGURA 1): a) Desestabilização dos vasos sanguíneos, promovida por 

sinais angiogênicos, como o fator de crescimento endotelial vascular-VEGF 

(vascular endotelial growth factor), resultando no desprendimento dos pericitos 

da lâmina basal e na degradação proteolítica da matriz extracelular; b) 

Diferenciação de células endoteliais em tip cells (células migratórias que 

detectam e migram em direção a um gradiente de fatores angiogênicos) e stalk 

cells (células que irão se dividir e proliferar, acompanhando as tip cells); c) 

Formação do lúmen; e d) Maturação do vaso sanguíneo (VIALLARD; 

LARRIVÉE, 2017). 
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FIGURA 1: Modelo esquemático da angiogênese por brotamento. A angiogênese é regulada 

pelo balanço entre fatores pró-angiogênicos e antiangiogênicos. A iniciação da angiogênese 

requer a ocorrência de degradação da matriz extracelular e ativação de algumas células 

endoteliais. a e b) As tip cells são caracterizadas pela presença de filopoidias e comportamento 

migratório em direção a fatores pró-angiogênicos, como o VEGF, ao passo que as stalk cells são 

caracterizadas pelo alto potencial proliferativo. c) Diferentes brotamentos se conectam para 

formar o lúmen d) Após a formação de um novo vaso, as células endoteliais entram em um 

estado de quiescência; células murais são recrutadas e a matriz extracelular, depositada. Figura 

retirada de AHMADI; REZAIE, 2020. 

A angiogênese é ativada pela ação de fatores angiogênicos via diversos 

mecanismos, sendo a ativação via VEGF a via mais estudada (UCUZIAN et al., 

2010). Sua relevância é tamanha que diversos dos fármacos anti-angiogênicos 

utilizados clinicamente são direcionados contra tal fator e seus receptores 

(SHIBUYA, 2011). Um exemplo de fármaco direcionado contra este fator é o 

anticorpo monoclonal Bevacizumab (Avastin), que bloqueia a ligação do VEGF 

aos receptores VEGFRs e aumenta a sensibilidade dos tumores à quimioterapia 

(ADAMS; WEINER, 2005). 

Todavia, a terapia anti-VEGF não é isenta de problemas. Alguns dos 

efeitos adversos incluem hipertensão e proteinúria (HURWITZ et al., 2004). Além 



12 
 

disso, Bevacizumab causa a destruição de veias imaturas dependentes de 

VEGF (BENJAMIN et al., 1999), além de trombose e hemorragia (CARDONES; 

BANEZ, 2006). Soma-se a isso a ocorrência de resistência a fármacos anti-

angiogênicos, que ocorre na maioria das terapias sistêmicas e que pode se 

originar por dois modos diferentes: resistência intrínseca ou resistência adquirida 

(JAIN, 2014). A resistência intrínseca é caracterizada pela não resposta do tumor 

à terapia. Em pacientes recebendo biofármacos como o bevacizumab ou 

moléculas de baixo peso molecular que inibem a porção tirosina quinase dos 

receptores de VEGF, como sorafenib e sunitinib, os tumores continuam 

crescendo, a despeito do tratamento (EDELMAN; MAO, 2013). No caso da 

resistência adquirida, o tumor se adapta à terapia. Mecanismos pró-

angiogênicos alternativos são ativados (FIGURA 2), promovendo a ocorrência 

da angiogênese mesmo na presença do fármaco anti-angiogênico (JIMÉNEZ-

VALERIO; CASANOVAS, 2016), fato este que demonstra que, apesar do VEGF 

e seu principal receptor, VEGFR2, serem uma das principais vias angiogênicas, 

esta não é a única alternativa para se interromper a angiogênese (CABRAL et 

al., 2017). 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: Angiogênese tumoral e algumas de suas vias. A via do VEGF é uma das principais 

vias de sinalização que promovem a angiogênese. A inibição crônica dessa via pode ocasionar 

a emergência de vias alternativas que sustentam o processo angiogênico. Algumas dessas vias 
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independentes de VEGF são promovidas de FGF/FGFR, Tie1,2/ANG1,2 e outros fatores. Figura 

retirada de BUENO; MOURON; QUINTELA-FANDINO, 2017. 

A angiogênese, portanto, é um processo coordenado no tempo e no 

espaço e que conta com a participação de vários outros fatores além da família 

do VEGF. Outros receptores tirosina quinase, como o receptore do fator de 

crescimento de fibroblastos (FGFR), receptor A do fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGFR), receptores beta do fator de crescimento transformador 

(TGFR) e receptor tirosina quinase com domínios semelhantes a 

imunoglobulinas e domínios semelhantes a EGF (Tie) também são importantes 

e participam desse processo (FIGURA 2). Por ser objetivo de estudo dessa tese, 

um maior destaque será dado a família de receptores Tie.  

 

1.2 Família de Receptores Tie 

Os receptores Tyrosine Kinase with Immunoglobulin and Epidermal 

Growth Factor (EGF) Homology domains-1 (Tie-1) and -2 (Tie-2) foram isolados 

no começo dos anos 1990 (DUMONT et al., 1992; PARTANEN et al., 1992) e 

formam uma família de receptores tirosina quinase que possuem uma estrutura 

extracelular característica, formada por domínios de imunoglobulina (Ig), 

domínios semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF) e domínios de 

fibronectina tipo III, além dos domínios transmembrânicos e tirosina quinase  

(FIGURA 3). Os dois receptores da família Tie compartilham estrutura geral 

similar, com cerca de 30% de identidade de aminoácidos na porção extracelular 

e 76% na porção intracelular. Além disso, são bastante conservados entre as 

espécies, sendo que Tie1 apresenta cerca de 96% de identidade em relação ao 

seu homólogo murino (SATO et al., 1993). Ambos os receptores são quase que 

exclusivamente expressos por células endoteliais, porém, há certa expressão em 

algumas células hematopoiéticas (EKLUND; SAHARINEN, 2013; PARTANEN et 

al., 1992). Angiopoetinas (ANGPT1, ANGPT2, ANGPT4, também chamadas 

ANG1, ANG2, ANG4 em humanos) são glicoproteínas ligantes de Tie2. 
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FIGURA 3: Esquema dos receptores Tie. Os domínios extracelulares dos receptores Tie1 e 

Tie2 consistem em três domínios Ig-like, três domínios EGF-like e três domínios de Fibronectina 

tipo III (FN III). A porção intracelular contém os domínios tirosina quinase.  

ANG1 é expresso por células mesenquimais e atua de maneira parácrina. 

É uma agonista de Tie2 que atua promovendo a sobrevivência celular, 

estabilidade dos vasos sanguíneos e função da barreira endotelial (KOH, 2013), 

via ativação da via PI3K/Akt. ANG2, por sua vez, pode atuar como um agonista 

fraco de Tie2 ou como um antagonista do sistema ANG1-Tie2, dependendo do 

contexto celular. ANG2 é expresso por células endoteliais e armazenado em 

estruturas denominadas corpos de Weibel-Palade (FIEDLER et al., 2004; 

MAISONPIERRE et al., 1997). Em situações em que ocorre remodelamento 

vascular, com estímulo de células endoteliais por VEFG e hipóxia, há um 

aumento da expressão de ANG2 que, diferentemente de ANG1, atua 

promovendo a desestabilização das monocamadas endoteliais (HAKANPAA et 

al., 2015). 

Apesar do extenso conhecimento a respeito das vias que envolvem 

ANG1/ANG2/Tie2, pouco é conhecido sobre o receptor Tie1. Tie1 continua 

sendo um receptor órfão, embora, mais recentemente, duas proteínas tenham 

sido sugeridas como possíveis ligantes de Tie1 - svep1 e LECT2 (HUßMANN et 

al, 2023; XU et al, 2019).  
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Todavia, sua importância pode ser demonstrada pelo fato de que esse 

receptor é essencial para o desenvolvimento e função vascular normais (PURI 

et al., 1995). Camundongos deficientes em Tie1 morrem antes do nascimento 

devido a edema disseminado e perda da integridade de microvasos, além de 

defeitos no sistema linfático (D’AMICO et al., 2010). Além disso, Tie1 também 

exerce funções relevantes na vasculatura patológica, regulando a angiogênese 

tumoral e a progressão aterosclerótica (WOO et al., 2011). 

1.3 Desenvolvimento de anticorpos 

Terapias baseadas em anticorpos monoclonais (mAb) são promissoras e 

estão crescendo cada vez mais como escolhas para o tratamento clínico de 

diversas doenças. mAbs são anticorpos produzidos por um único clone de um 

linfócito B, sendo, portanto, idênticos em relação às suas propriedades físico-

químicas e biológicas. Nas últimas décadas, o avanço das tecnologias 

associadas à descoberta, optimização e engenharia de anticorpos permitiu que 

essa área recebesse bastante atenção. Mais de 70 produtos baseados em 

anticorpos e moléculas derivadas já estão no mercado, aprovados tanto para 

terapia como para exames de imagem por agências como FDA e EMA (KUMAR 

et al., 2019).  Em 2022, terapias baseadas em mAbs compreenderam 3 dos top 

ten produtos farmacêuticos mais vendidos (Humira, em terceiro lugar, Keytruda, 

em quarto e Stelara, em nono lugar) (STATISTA, 2022). Além disso, no campo 

de medicina de biossimilares, cerca de 50% dos produtos são baseados em 

mAbs (WALSH, 2018).    

Anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, são biomoléculas 

com formato em Y (FIGURA 4) formadas por quatro cadeias polipeptídicas – 

duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Essa estrutura permite que essas 

moléculas desempenhem duas funções diferentes: são capazes de se ligar a um 

antígeno, assim como mediar funções (imuno)biológicas.  
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FIGURA 4: Componentes estruturais e funcionais de um anticorpo. Anticorpos possuem 

uma estrutura complexa formada por quatro cadeias polipeptídicas – duas cadeias pesadas e 

duas cadeias leves. A região Fc está relacionada à mediação de funções biológicas, ao passo 

que os domínios variáveis (VH e VL) formam o sítio de ligação ao antígeno. Representação em 

superfície de um anticorpo IgG PDB = 1HZH.  

Cada uma dessa funções é desempenhada por diferentes partes do 

anticorpo. A região do fragmento cristalizável (fragment crystallizable region - Fc) 

é a região do anticorpo que interage com receptores de Fc presentes em 

algumas células, assim como a região que interage com algumas proteínas do 

sistema complemento. Essa propriedade permite com que os anticorpos ativem 

o sistema imune. Existem cinco classes distintas de anticorpos, as quais são 

chamadas de IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, sendo que o Fc de IgGs possuem um 

sítio de N-glicosilação altamente conservado. 

A segunda região é a chamada região Fab. Essa região é a que se liga 

ao antígeno. Ela é formada por um domínio constante e um domínio variável de 

cada uma das cadeias leves e pesadas.  

Avanços no desenvolvimento e viabilidade comercial de reagentes 

baseados em anticorpos e o potencial clínico dos mesmos deu ímpeto ao 

desenvolvimento de terapias baseadas em anticorpos. Os mAbs podem ser 

desenvolvidos via diferentes plataformas, como hibridoma, estratégias 

recombinantes (phage e yeast display), sorteamento de células B específicas e 
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cultura de células B, além de animais transgênicos (que por serem proprietários, 

não iremos abordar nesta introdução). 

A tecnologia de hibridoma (FIGURA 5) é um método tradicional de 

isolamento de mAbs e foi inventado por Georges Köhler e Cesar Milstein em 

1975, pesquisadores agraciados com o Nobel em Fisiologia e Medicina (1984) 

pelo desenvolvimento dessa técnica (KÖHLER; MILSTEIN, 1975). O hibridoma 

é o produto de fusão de uma célula de mieloma com um linfócito B normal. Em 

geral, usam-se célula de camundongos, nos quais os mielomas são gerados 

através da fusão de linfócitos B de camundongos imunizados com um antígeno 

contra o qual se deseja obter os mAbs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5: Tecnologia de hibridoma para a produção de anticorpos monoclonais. Na 

tecnologia de hibridoma, as células B de animais previamente imunizados com o antígeno de 

interesse são fusionadas a células pertencentes a uma linhagem de mieloma incapaz de crescer 

em meio HAT de seleção. Apenas células híbridas (hibridomas) são capazes de proliferar nesse 
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meio. Após screening, as células produtoras do anticorpo de interesse são identificadas e 

clonadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).  

Uma característica das células de mieloma é que elas são de linhagens 

mutantes, não secretoras de anticorpos e que não expressam o gene para a 

enzima Hipoxantina guanina fosforribosil transferase, HGPRT (do inglês, 

Hypoxanthime guanine phosphoribosyl transferase). Para o crescimento do 

hibridoma, emprega-se meio de cultura HAT que contém hipoxantina, 

aminopterina e timidina. Como as células de mieloma não possuem a enzima 

HGPRT, elas não são capazes de utilizar a hipoxantina na síntese de DNA e, 

portanto, morrem em meio HAT. Por sua vez, os linfócitos B normais não 

conseguem sobreviver em meio de cultura além de algumas semanas e, dessa 

forma, também morrem. Sendo assim, somente as células híbridas conservam 

a propriedade de imortalidade proveniente das células de mieloma e, como 

adquirem o gene codificante da HGPRT do linfócito B parental normal, podem 

sobreviver em cultura.  

Após o crescimento no meio HAT, os híbridos são selecionados e a 

presença do anticorpo de interesse é detectada, usualmente via ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA). Os hibridomas assim identificados são 

clonados e os anticorpos monoclonais, isolados.  

O primeiro mAb aprovado para uso clínico e isolado via tecnologia de 

hibridoma foi o OKT3 (muromonab). Esse biofármaco é um mAb anti-CD3, 

utilizado no tratamento a rejeição a transplantes, atuando via inibição da ativação 

de células T (liga-se ao antígeno CD3 e gera uma resposta imunossupressora). 

Por ser de origem murina, seu uso, todavia, é limitado, pois um número 

significativo de pacientes desenvolvem anticorpos anti-OKT3, o que compromete 

a terapia (KIMBALL et al., 1995). É a chamada resposta HAMA (human anti-

mouse antibody). 

No final dos anos 80, adotando a tecnologia de DNA recombinante, 

moléculas quiméricas de anticorpos que continham a região constante de origem 

humana e a parte variável de origem murina foram desenvolvidas. Tais 

anticorpos quiméricos diminuem o risco de ocorrência de resposta de anticorpos 
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humanos contra aqueles de origem murina (HAMA). Com o objetivo de diminuir 

ainda mais as respostas do tipo HAMA, anticorpos humanizados foram 

desenvolvidos através do enxerto de Regiões Determinantes de 

Complementariedade (CDRs) de origem murina nas regiões variáveis de 

anticorpos humanos. Apesar de não eliminar por completo a ocorrência de 

respostas do tipo HAMA, o processo de humanização ajuda a reduzir 

significativamente esse efeito indesejado (STEPHENS et al., 1995). 

Além do problema relacionado à resposta HAMA, uma outra limitação da 

tecnologia de hibridoma consiste na dependência de imunização do animal com 

o antígeno alvo. Caso esse antígeno seja pouco imunogênico ou altamente 

tóxico, o processo de imunização poderá gerar uma resposta imune fraca ou 

ocasionar a morte do animal. Em ambos os casos, haverá a impossibilidade de 

se isolar anticorpos de alta afinidade.  

Outras tecnologias alternativas para o isolamento de mAbs consistem em 

métodos de display, como o phage display de anticorpos (PhDA). A técnica de 

phage display foi desenvolvida em 1985 por George Smith (GP, 1985) e, e 1990, 

McCafferty e colaboradores demonstraram o uso dessa técnica na produção de 

anticorpos (MCCAFFERTY et al., 1990). Desde então, essa tecnologia vem 

sendo amplamente utilizada, resultando na descoberta de anticorpos de 

aplicação clínica (NAGANO; TSUTSUMI, 2021). Por terem estabelecido a 

tecnologia do phage display e do display de anticorpos, George P. Smith Sir 

Gregory P. Winter, respectivamente, foram laureados com o Prêmio Nobel em 

química em 2018. 

O PhDA (FIGURA 6) consiste na criação de um repertório combinatorial de 

cadeias variáveis leves e pesadas de anticorpos e a expressão desse repertório 

em fusão com proteínas de superfície de bacteriófagos. Essas bibliotecas são 

então varridas contra um alvo molecular que pode estar imobilizado em placas 

de poliestireno e, após sucessivas lavagens, apenas os bacteriófagos que 

apresentam anticorpos que se ligam ao alvo em estudo são retidos. Estes são 

recuperados e amplificados via infecção bacteriana. Vários ciclos de seleção são 

realizados, de modo a amplificar a enriquecer a população de fagos que 

apresentam afinidade ao alvo em estudo. Esse sistema permite a fusão de 
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informações genotípicas e fenotípicas de um anticorpo a uma única partícula 

viral.  

FIGURA 6: Phage display de anticorpos. Ilustração do processo de seleção via phage display. 

Os fagos apresentando diferentes anticorpos (cerca de 1011 partículas virais) no formato scFv 

são incubados com o alvo de interesse. Os scFvs que interagem com o alvo são 

preferencialmente selecionados.  

Além disso, a natureza robusta e alta estabilidade de bacteriófagos 

permite com que condições mais adversas, como valores extremos de pH, 

salinidade, temperatura, etc. possam ser empregadas durante o processo de 

isolamento de anticorpos, já que as partículas virais não perdem sua 

infectividade sob tais condições.    

Uma das principais limitações do PhDA consiste em gerar uma biblioteca 

ou ter acesso a uma biblioteca, sendo a diversidade, ou seja, o número estimado 

de elementos distintos presentes nessa coleção, o principal parâmetro para se 

avaliar a complexidade de uma biblioteca. 

Visando contornar as limitações encontradas no processo de geração de 

anticorpos monoclonais, assim como desenvolver novas moléculas capazes de 

modular o processo angiogênico, nosso trabalho foi dividido em duas partes. Na 

primeira parte, desenvolvemos um método alternativo para gerar anticorpos 

monoclonais partindo de um peptídeo ligante da porção extracelular de Tie1. 

Esse método de desenho racional de anticorpos (SORMANNI et al., 2015; 

SORMANNI; APRILE; VENDRUSCOLO, 2018) é baseado na combinação de 

phage display de peptídeos e phage display de anticorpos. Ligantes 

selecionados via  phage display de peptídeos tendem a ser biologicamente 
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ativos, assim como costumam ser direcionados a sítios biologicamente 

relevantes presentes nas proteínas alvo (MOLEK; STRUKELJ; BRATKOVIC, 

2011). Esses peptídeos podem então ser engenheirados dentro da estrutura de 

anticorpos, de modo a se desenvolver bibliotecas de anticorpos. Essas 

bibliotecas possuem a vantagem de serem pré-direcionadas ao alvo em estudo 

e, além disso, por serem baseados em peptídeos com atividade biológica, os 

anticorpos isolados por essa metodologia tendem a reter essa atividade.  

Nosso grupo isolou por phage display um peptídeo ligante da porção 

extracelular de Tie1 (TBP). Esse peptídeo é derivado de uma biblioteca CX8C 

(onde C indica o aminoácido cisteína, e X, qualquer aminoácido), portanto, é um 

peptídeo cíclico que apresenta 8 resíduos de aminoácidos em sua composição. 

A caracterização desse peptídeo, realizada pela Dra. Leila (MAGALHÃES, 2016) 

mostrou duas características importantes para esse trabalho: o peptídeo possui 

ação de inibição da angiogênese em um modelo animal de retinopatia induzida 

por oxigênio (OIR) (FIGURA 7) e os resíduos localizados nas posições 2 e 5 não 

são críticos para a ligação à porção extracelular de Tie1 (FIGURA 8).  

 

FIGURA 7: O peptídeo TBP reduz a angiogênese in vivo. Camundongos C57Bl/6 do modelo 

OIR em P15 foram tratados com uma única injeção intraocular (1 µL) de DMSO (Veículo), 

peptídeo controle CARAC (100 µg) ou com o peptídeo TBP (100 µg). As retinas foram coradas 

com isolectina-B4 conjugada a Alexa-594.  Pontos brancos indicam bifurcações de vasos 

sanguíneos.  
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FIGURA 8: Identificação dos resíduos importantes para a interação do peptídeo TBP com 

Tie1. O fago TBP, assim como os demais fagos contendo mutações (substituições individuais de 

cada resíduo de aminoácido por uma alanina ou, no caso das cisteínas, por serinas) foram 

incubados com Tie1, Tie2 ou BSA, imobilizados em placa. Após lavagem, os fagos ligados aos 

receptores foram quantificados por infecção bacteriana. O fago Fd-tet (fago selvagem que não 

apresenta peptídeos) foi utilizado como controle negativo para o ligante e Tie2 e BSA foram 

utilizados como controles da proteína. O input de fagos foi 108 por poço. O gráfico mostra a média 

de três experimentos independentes. Barras representam o desvio padrão de experimentos 

feitos em triplicata.  

Na segunda parte de nosso estudo, buscamos isolar ligantes de 

receptores celulares que possam estar envolvidos no processo de angiogênese, 

utilizando, como base, dados gerados em nosso grupo ao estudar o 

transcriptoma de retinas de camundongos submetidos a um modelo de 

retinopatia induzido por oxigênio (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019). 

A retinopatia induzida por oxigênio (Oxygen-induced retinopathy - OIR) 

mimetiza uma doença humana, a retinopatia da prematuridade, assim como 

outras retinopatias isquêmicas que ocorrem em humanos. Por isso, o modelo 

murino se tornou um dos mais utilizados e mais importantes para o entendimento 

da angiogênese da retina. Nesse modelo, camundongos recém-nascidos (7 dias 

pós-nascimento – P7) são colocados em um ambiente com 75% de oxigênio até 

o 12º dia pós nascimento (P12). P7-P12 define a fase em que ocorre a regressão 

dos vasos imaturos. Em P12, os camundongos são reinseridos em um ambiente 

de normóxia, fato este que resulta em hipóxia nas regiões que sofreram vaso-

obliteração e, simultaneamente, há a produção de fatores pró-angiogênicos. 

Esses fatores induzem uma neovascularização patológica na retina. Essa 
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neovascularização, iniciada em P12, tem seu pico em P17. O reparo vascular 

continua e, com a diminuição dos fatores pró-angiogênicos, a neovascularização 

começa a regredir e é resolvida em P25. Em geral, a vaso-obliteração é estudada 

em P8 ou P12, ao passo que a neovascularização é examinada em P17 (KIM; 

D’AMORE; CONNOR, 2016). 

A descoberta de novos fármacos é um processo multifacetado que requer 

a análise de milhares de candidatos em potencial utilizando ferramentas 

adequadas de screening in vitro. Dada a alta reprodutibilidade do processo de 

síntese, baixos custos de produção além de sua biocompatibilidade, peptídeos 

estão recebendo uma crescente atenção da indústria farmacêutica (OBEXER; 

WALPORT; SUGA, 2017). O mercado global de peptídeos terapêuticos foi 

avaliado em $ 35 bilhões em 2021 e é estimado que atinja $ 74 bilhões em 2028 

(ZION MARKET RESEARCH, 2022). Peptídeos são biomoléculas formadas por 

2-50 aminoácidos que são úteis no estudo de interações proteína-proteína 

graças à sua alta seletividade.  

Um dos avanços mais importantes no descobrimento de novos fármacos 

está relacionado à farmacologia reversa, que consiste em identificar um alvo em 

particular (receptor, via ou gene) que está envolvido no desenvolvimento e 

progressão de uma doença. Após essa seleção, é realizado um screening de 

bibliotecas de compostos contra esse alvo, o que permite a identificação de um 

pool de moléculas que interagem especificamente com esse receptor. Nesse 

sentido, a técnica de phage display de peptídeos é uma ótima ferramenta para a 

descoberta de novos fármacos.  

Nesse contexto, buscamos utilizar os dados do transcriptoma de retinas 

de camundongos submetidos ao modelo OIR para selecionar possíveis alvos 

moleculares relevantes no processo angiogênico e, utilizando a técnica de phage 

display, isolar peptídeos que, ao interagirem com tais alvos, possam modular 

esse processo. 
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2. Objetivos 

Tendo em vista a importância da angiogênese em diversos processos 

patológicos, o papel do Sistema Ang/Tie na angiogênese patológica, a escassez 

de fármacos direcionados a esse sistema e a falta de conhecimento acerca do 

receptor Tie1, o presente estudo tem como objetivo os seguintes pontos: 

OBJETIVO GERAL:  

Desenvolver biofármacos anti-angiogênicos para o tratamento de 

doenças dependentes de angiogênese. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

Criar uma plataforma para o desenvolvimento racional de biofármacos do 

tipo anticorpos monoclonais.  

Identificar e validar novos moduladores da angiogênese patológica. 
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3. Materiais e métodos 

3.1 Construção da biblioteca TBPpHigh 

Um total de 10 μg de oligonucleotídeos, obtidos da empresa Exxtend, 

foram anelados (5 min – 95  ̊C, 5 min – 75  ̊C, 5 min – 65  ̊C, 5 min – 37  ̊C) e os 

overhangs 5’ preenchidos via reação com a enzima Klenow (extensão realizada 

de acordo com protocolo do vendedor - Thermo Fisher Scientific). O inserto foi 

então purificado via etanol/acetato de sódio e digerido com as enzimas KpnI e 

XhoI (seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante). O vetor pHigh 

também foi digerido com as mesmas enzimas. Para a ligação, 30 μg de vetor e 

1,7 μg de inserto foram ligados (protocolo de acordo com protocolo da enzima 

ligase). Para mais detalhes, verifique figuras 9 e 10.  O produto de ligação foi 

precipitado via etanol/acetato e eletroporado na cepa TG1, que foi recuperada 

em meio SOC e plaqueada em LB-AGAR com ampicilina 50 μg/mL e glicose 3%. 

As colônias então foram coletadas e crescidas em meio 2xTY com ampicilina 50 

μg/mL e glicose 3% a 37 °C, 200 rpm até DO 0,6 e infectadas com o fago Helper 

(1010 PFU/mL) por 30 minutos. Após isso, as células foram centrifugadas (3000 

rpm, 5 minutos) e o meio substituído por 2xTY com ampicilina 50 μg/mL e 

Kanamicina 50 μg/mL. A cultura foi então mantida a 30°C, 200 rpm por 20 horas 

para a produção dos fagos. No dia seguinte, os fagos foram precipitados 

conforme GIORDANO, et al, 2001. Para mais detalhes, verifique figuras 9 e 10 

nas páginas 34 e 35, respectivamente.  

3.2 Titulação de fagos 

Os fagos foram titulados por diluição seriada em PBS, por meio de 

infecção em E. coli TG1, e semeados em LB-Agar contendo ampicilina 50 μg/mL. 

O número de unidades transdutoras de bactérias (TU) foi calculado contando-se 

as colônias obtidas. 

3.3 Seleção de scFvs ligantes de Tie1 

Poços de placas de 96 poços foram sensibilizados com 200 ng do receptor 

(obtido comercialmente pela R&D Systems) a 4ºC, durante a noite. No dia 
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seguinte, a solução PBS/receptor foi removida, os poços foram lavados com 200 

μL de PBS 1X e então bloqueados com 200 μL de BSA 5% durante 2 horas, a 

temperatura ambiente. Em seguida, a solução de bloqueio foi removida e 

adicionado fagos da biblioteca de scFv. Após 2 horas de incubação a 

temperatura ambiente, a solução de fagos foi removida e os poços lavados com 

200 μL de PBS dez vezes, sendo a eluição dos fagos realizada por eluição ácida 

(GLICINA, 0,1M, pH 2.1, e neutralização com tampão TRIS 1M, pH 8,0). Os 

fagos ligantes aos receptores foram recuperados por infecção de 200 μL de 

bactéria TG1 (Densidade ótica de 600 nanômetros em torno de 0,5) durante 30 

minutos e plaqueados em LB-AGAR com ampicilina 50 μg/mL e glicose 3%. As 

colônias então foram coletadas e crescidas em meio 2xTY com ampicilina 50 

μg/mL e glicose 3% a 37 °C, 200 rpm até DO 0,6 e infectadas com o fago Helper 

(1010 PFU/mL) por 30 minutos. Após isso, as células foram centrifugadas (3000 

rpm, 5 minutos) e o meio substituído por 2xTY com ampicilina 50 μg/mL e 

Kanamicina 50 μg/mL. A cultura foi então mantida a 30°C, 200 rpm por 20 horas 

para a produção dos fagos. No dia seguinte, os fagos foram precipitados. Esse 

ciclo foi repetido duas vezes. 

3.4 Ensaio de ligação dos scFVs selecionados para verificação de 

especificidade. 

Ensaios de ligação, a partir do(s) fago(s) selecionado(s), foram realizados 

em placas de 96 poços com as proteínas Tie1, Tie2, VEGFR1,2 e 3, todos 

humanos, além de BSA, imobilizadas (200 ng, durante a noite). Os fagos foram 

incubados com as proteínas mencionadas nas mesmas condições em que o 

panning foi realizado. Após 1 hora e 30 minutos, a solução de fagos foi removida 

e os poços foram lavados com 200 μL de PBS dez vezes. Os fagos ligantes 

foram recuperados por infecção em bactéria TG1 (Densidade ótica de 600 

nanômetros em torno de 1,8) durante 30 minutos, plaqueados em LB ágar 

(kanamicina 50 μg/mL e tetraciclina 40 μg/mL) e incubados a 37ºC durante a 

noite. As unidades transformantes foram contadas no dia seguinte. O número de 

Unidades Transformantes (TUs) foi obtido a partir do plaqueamento dos fagos 

recuperados em cada ensaio. 
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3.5 ELISA de fago (FLISA) 

Placas de 96 poços foram sensibilizadas durante a noite com 100 ng das 

proteínas. Os fagos foram incubados com as proteínas mencionadas nas 

mesmas condições em que o panning foi realizado. Após 1 hora, a solução de 

fagos foi removida e os poços foram lavados com 200 μL de PBS TWEEN20 

0,1% três vezes. Um anticorpo anti-bacteriófago Fd conjugado à biotina (1:1000) 

(Sigma-Aldrich) foi incubado por 2 horas a temperatura ambiente, sendo a 

solução removida e os poços lavados com 200 μL de PBS três vezes. A detecção 

foi realizada com streptavidina conjugada ao fluoróforo CW680nm, incubado por 

1 hora a temperatura ambiente, sendo a solução removida e os poços lavados 

com 200 μL de PBS três vezes, 1 vez com água destilada e secos a 37 °C. 

3.6 Produção, purificação e biotinilação de anticorpo single chain 

A cepa C41 foi transformada com o plasmídeo TBPHigh1 e crescida em 

meio 2xTY com ampicilina 50 μg/mL a 37 °C, 200 rpm até DO 0,6. A indução foi 

realizada com 1 mM de IPTG. A cultura foi então mantida a 30°C, 200 rpm por 

20 horas para a produção dos anticorpos single chain. A proteína foi extraída da 

fração periplasmática segundo iGEM 2014 e purificada via coluna de níquel. 

Após purificação, a proteína foi biotinilada com o kit da EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-

Biotinylation Kit - Thermo Fisher e dialisada contra tampão 20 mM TRIS-HCl, pH 

8,0, 250 mM NaCl.  

3.7 ELISA de anticorpo single chain 

Protocolo semelhante ao FLISA, as lavagens foram realizadas apenas 

com PBS. 

3.8 Produção de scFv-Fc em levedura 

Para a produção dos anticorpos no formato de scFv-Fc, utilizamos a cepa 

de Saccharomyces cerevisiae YVH10. As cepas transformadas com os 

plasmídeos para a expressão de nossas construções foram crescidas em meio 
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mínimo, contendo 20 µg/mL de uracila e 2% de glicose, a 300 rpm e 30°C. No 

dia seguinte, a cultura foi diluída para a DO final de 0,1 em meio drop out de 

triptofano, contendo 2% de frutose e crescida durante a noite a 300 rpm e 30°C. 

No dia seguinte, a cultura foi transferida para um novo meio drop out de 

triptofano, contendo 2% de frutose e 2% de galactose e crescida por 48h a 300 

rpm e 20°C. Após esse período, o meio de cultura foi coletado, dialisado contra 

20mM TRIS-HCl, pH 8,0 e 200 mM NaCl e purificado via proteína G (GE 

healthcare). 

 3.9 Ensaios de ligação com competidores.  

Para validar a interação entre peptídeos específicos e a proteína alvo, 

realizamos ensaios de ligação (Giordano et al., 2001). Fagos apresentando 

peptídeos específicos selecionados nos pannings e fagos controle foram 

incubados com 200 ng dos receptores (Tie1 ou gp130) (disponíveis 

comercialmente R&D Systems). Inicialmente, 200 ng de proteína solubilizada em 

50 µl de PBS foram imobilizadas em poços de placa de 96 poços durante a noite 

a 4 ºC.  A proteína foi removida e o poço foi lavado com PBS, duas vezes; 

bloqueado com PBS contendo 3% BSA por 1 hora a temperatura ambiente e 

incubado com partículas de fagos apresentando peptídeos específicos (108 TU 

em 50 µl de PBS contendo 3% BSA), juntamente com quantidades variáveis de 

competidores: peptídeo TBP ou ômega e peptídeo controle CARAC (Bachem 

Company) em diferentes concentrações. Após 2 horas a temperatura ambiente, 

o poço foi lavado com PBS, 10 vezes. Os fagos ligantes foram recuperados  por 

infecção com E. coli K91kan (GIORDANO et al., 2001) e plaqueados em 

diluições apropriadas em meio LB-ágar contendo tetraciclina (40 μg/mL) e 

kanamicina (100 μg/mL), no caso do fago ômega, ou por infecção com E. coli 

TG1 (Densidade ótica de 600 nanômetros em torno de 0,4) durante 30 minutos, 

plaqueados em LB ágar com ampicilina 50 μg/mL e incubados a 37ºC durante a 

noite para a contagem das colônias individuais, no caso dos fagos scFv.  

3.10 Yeast Display 

Para a realização do Yeast Display¸ utilizamos a cepa de Saccharomyces 

cerevisiae EBY100. As cepas transformadas com os plasmídeos para a 
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expressão de nossas construções foram crescidas em meio mínimo, contendo 

20 µg/mL de leucina e 2% de glicose (agitação, 300 rpm a 30°C). No dia seguinte, 

a cultura foi diluída para a DO final de 0,1 em meio drop out de triptofano, 

contendo 2% de frutose e crescida durante a noite (300 rpm a 30°C). No dia 

seguinte, a cultura foi transferida para um novo meio drop out de triptofano, 

contendo 2% de frutose e 2% de galactose e crescida por 48h a 300 rpm e 20°C. 

Após esse período, as células foram coletadas, centrifugadas, lavadas com PBS 

e incubadas com anticorpo primário anti-B13 por 1 hora. Após três lavagens com 

PBS, as células foram incubadas com anticorpo secundário marcado CW 800nm 

por 1 hora, lavadas três vezes com PBS, colocadas em uma lâmina e 

visualizadas em microscópio fluorescente. 

3.11 Construção do vetor pHigh2 

A sequência de clonagem múltipla do vetor pCTcon2 foi clonada com os 

primers forward 5-’TATATAACGCGTTCAGAAATAAGCTTTTG-3’ e reverse 5’-

TATATAGACGTCCTCGAGTTAGGCGGTAGCGGAGGCGGAG-3’. O amplicon 

foi então purificado via etanol/acetato de sódio e digerido com as enzimas MluI 

e AatII (seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante). O vetor pHigh 

também foi digerido com as mesmas enzimas. O amplicon foi então clonado no 

vetor. Este novo vetor foi então digerido com as enzimas SalI e NheI. O linker 

presente no vetor pHigh foi amplificado utilizando os primers forward 5’-

TATATAGTCGACGGTGGTGGTGGTAG-3’ e reverse 5’-

TATATAGCTAGCGCTACCTCCGCCACC-3’. O amplicon foi então purificado via 

etanol/acetato de sódio e digerido com as enzimas SalI e NheI e inserido no vetor 

previamente digerido, resultando, desde modo, no vetor final. 

3.12 Amplificação de Cadeias leves de anticorpos humanos 

O sangue (venoso) de quatro indivíduos foi coletado em tubo heparinizado 

e os PBMCs purificados via gradiente de Ficoll (SAPKOTA; ABSTRACT, 2016). 

O RNA total das células foi extraído via TRIzol (RIO et al., 2010) e convertido em 

cDNA utilizando a enzima SuperScript III da Invitrogen conforme indicado pelo 

fabricante. A amplificação das duas cadeias foi realizada com a enzima PCRBIO 

HiFi Polymerase. Para a cadeia leve variável do tipo lambda, cada primer forward 
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foi misturado com um mix dos primers reverse nas concentrações indicadas pelo 

fabricante. A reação utilizada foi a seguinte: 95 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 95 

°C-15 segundos, 75 °C-15segundos e 72 °C-15 segundos. Para a cadeia leve 

variável do tipo kappa, cada primer forward foi misturado com um mix dos 

primers reverse nas concentrações indicadas pelo fabricante. A reação utilizada 

foi a seguinte: 95 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 95 °C-15 segundos, 70 °C-

15segundos e 72 °C-15 segundos. O material foi clonado no vetor 

pHigh2_TBPHigh1. 

Primers FOWARD para Cadeia Variável Humana Leve Kappa (com sítio de MluI) 

VK1_F_(MluI): TATATAACGCGTGACATCCRGDTGACCCAGTCTCC 

VK2_F_(MluI): TATATAACGCGTGATATTGTGMTGACBCAGWCTCC 

VK3_F_(MluI): TATATAACGCGTGAAATTGTRWTGACRCAGTCTCC 

VK4_F_(MluI): TATATAACGCGTGAAACGACACTCACGCAGTCTC 

 

Primers FOWARD para Cadeia Variável Humana Leve Lambda (com sítio de 

MluI) 

VL1_F_(MluI): TATATAACGCGTCAGTCTGTSBTGACGCAGCCGCC 

VL2_F_(MluI): TATATAACGCGTCAGCCTGTGCTGACTCARYC 

VL3_F_(MluI): TATATAACGCGTCAGCCWGKGCTGACTCAGCCMCC 

VL4_F_(MluI): TATATAACGCGTCAGTCTGYYCTGAYTCAGCCT 

VL5_F_(MluI): TATATAACGCGTTCCTATGWGCTGACWCAGCCAA 

VL6_F_(MluI): TATATAACGCGTTCCTCTGAGCTGASTCAGGASCC 

VL7_F_(MluI): TATATAACGCGTTCCTATGAGCTGAYRCAGCYACC 

VL8_F_(MluI): TATATAACGCGTAATTTTATGCTGACTCAGCCCC 
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VL9_F_(MluI): TATATAACGCGTCAGDCTGTGGTGACYCAGGAGCC 

 

Primers REVERSE para Cadeia Variável Humana Leve Kappa (com sítio SalI) 

VK1_R(SalI): TATATAgtcgac ACC TTT GAT YTC CAC CTT GGT CCC  

VK2_R(SalI): TATATAgtcgac ACC TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC  

VK3_R(SalI): TATATAgtcgac ACC TTT GAT ATC CAC TTT GGT CCC  

VK4_R(SalI): TATATAgtcgac ACC TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC  

 

Primers REVERSE para Cadeia Variável Humana Leve Lambda (com sítio SalI) 

VL1_R(SalI): TATATAgtcgac GCC TAG GAC GGT CAS CTT GGT SCC  

VL1_R(SalI): TATATAgtcgac GCC TAA AAT GAT CAG CTG GGT TCC  

VL1_R(SalI): TATATAgtcgac GCC GAG GAC GGT CAG CTS GGT SCC  

 

3.13 Seleção de peptídeo ligante a OSMRβ, LIFR e gp130 por Phage 

Display 

Placa de 96 poços foi sensibilizada com 200 ng dos receptores (obtidos 

comercialmente pela R&D Systems) a 4ºC, durante a noite. No dia seguinte, a 

solução PBS/receptor foi removida, os poços foram lavados com 100 μL de PBS 

1X e então bloqueados com 200 μL de BSA 5% durante 2 horas, a temperatura 

ambiente. Em seguida, a solução de bloqueio foi removida e adicionado fagos 

da biblioteca CX8C OU X6 (onde X representa qualquer aminoácido e C, o 

aminoácido cisteína). Após 2 horas de incubação a temperatura ambiente, a 

solução de fagos foi removida e os poços lavados com 200 μL de PBS nove 

vezes. Os fagos ligantes aos receptores foram recuperados por infecção de 200 
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μL de bactéria K91 (Densidade ótica de 600 nanômetros em torno de 1,8) 

durante 30 minutos e posteriormente transferidos para 20 mL de LB (Kanamicina 

50 μg/mL e Tetracilina 20 μg/mL) e incubados durante 18-20 horas em 

incubador, sob agitação de 100 rpm, 37ºC. Para controle da infectividade, a 

bactéria foi infectada, em paralelo, pelo fago Fd e plaqueada em placa de LB 

Ágar (Kan/Tet). No dia seguinte, os fagos foram precipitados (conforme 

(GIORDANO, et al, 2001) e mais 2 rounds de Phage Display foram realizados. 

3.14 Ensaio de ligação do(s) peptídeo(s) selecionado(s) para 

verificação de especificidade. 

Ensaios de ligação, a partir do(s) fago(s) selecionado(s), foram realizados 

em placas de 96 poços com as proteínas OSMRβ humano, gp130 humano, LIFR 

humano e BSA imobilizadas (200 ng/poço durante a noite). Os fagos foram 

incubados com as proteínas mencionadas nas mesmas condições em que o 

panning foi realizado. Após 1 hora e 30 minutos, a solução de fagos foi removida 

e os poços foram lavados com 200 μL de PBS nove vezes. Os fagos ligantes 

foram recuperados por infecção em bactéria K91 (Densidade ótica de 600 

nanômetros em torno de 1,8) durante 30 minutos, plaqueados em LB ágar 

(kanamicina 50 μg/mL e tetraciclina 40 μg/mL) e incubados a 37ºC, durante a 

noite. As unidades transformantes foram contadas no dia seguinte. O número de 

Unidades Transformantes (TUs) foi obtido a partir do plaqueamento dos fagos 

recuperados em cada ensaio. 

4.15 Análises Estatísticas  

A significância estatística foi determinada por ANOVA Tukeys multiple 

comparison test ou teste Student’s t. As comparações foram feitas utilizando o 

programa Prism GraphPad e a significância estatística foi configurada para um 

p value menor que 0,05.  
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4. Resultados  

Parte 1 - Criar uma plataforma para o desenvolvimento racional de 

biofármacos do tipo anticorpos monoclonais.   

 

4.1 Vetor fagemídeo (pHigh) para a construção de uma biblioteca de 

anticorpos. 

Nosso laboratório desenvolveu um vetor fagemídeo, denominado pHigh, 

que codifica uma cadeia variável leve e uma cadeia variável pesada de uma IgG 

consenso humana, unidas por uma ponte de glicina/serina (formando um single 

chain - scFv) e fusionadas à proteína pIII truncada do bacteriófago Fd, sob o 

controle do promotor Lac. Entre as sequências codificantes do single chain e da 

pIII existe um códon amber, de modo com que a construção pode ser expressa 

em cepas supressoras para a montagem das partículas virais e execução do 

phage display, assim como expresso em células não-supressoras, de modo a 

produzir apenas anticorpos no formato de scFv. A construção desse vetor foi 

feita pelo Dr. André Teixeira de tal modo que as sequências que codificam as 

regiões determinantes de complementariedade 3 da cadeia variável pesada 

(HCDR3) possam ser removidas e substituídas por qualquer sequência de 

interesse. Além disso, a presença do peptídeo sinal da proteína DsbA permite 

com que o scFv seja exportado para região do periplasma pelo sistema de 

secreção bacteriano Sec e uma sequência de seis histinas na região C-terminal 

do scFv permite que a construção seja prontamente purificada por cromatografia 

de afinidade a metal (FIGURA 9). 
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FIGURA 9: Desenho do vetor pHigh. O vetor pHigh é um vetor fagemídeo construído em nosso 

laboratório para a realização de phage display de anticorpos. A expressão do scFv (cadeia 

variável leve e uma cadeia variável pesada de uma IgG consenso humana) está sob controle do 

promotor Lac. A construção pode ser expressa em cepas supressoras para a montagem da 

partículas virais e execução do phage display, assim como expresso em células não supressoras, 

de modo a produzir anticorpos no formato de scFv. 

 

4.2 Design e construção da biblioteca de scFv direcionada contra Tie1. 

O desenvolvimento de anticorpos, como citado anteriormente, é um 

processo que depende da utilização do sistema imune e/ou de bibliotecas 

complexas para se isolar anticorpos contra determinado alvo. Nosso trabalho se 

iniciou com o intuito de criar uma plataforma para o desenvolvimento racional de 

biofármacos do tipo anticorpos monoclonais, de modo a simplificar tanto o 

processo de produção de bibliotecas, quanto a reduzir/eliminar a necessidade 

de utilização de componentes do sistema imune para tal feito. Iniciamos nosso 

trabalho com o peptídeo TBP e o design de scFv baseados nesse peptídeo. 

Como o CDR3 da cadeia pesada (HCDR3) é a região do anticorpo que promove 

contatos mais extensivos entre antígeno e anticorpo, essa região foi selecionada 

para se inserir a sequência codificante do peptídeo TBP, de modo a pré-

direcionar o scFv ao receptor Tie1. Além disso, sequências codificando um, dois 

ou três aminoácidos antes ou depois da sequência de TBP foram inseridas de 

modo a permitir com que o peptídeo TBP atingisse um melhor ajuste dentro do 

HCDR3, tanto em relação ao tamanho da alça, quanto em relação à sua 

composição de aminoácidos. Além disso, como os resíduos 2 e 5 de TBP não 
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eram críticos para a ligação à porção extracelular de Tie1, códons degenerados 

codificando para qualquer um dos 20 aminoácidos naturais foram inseridos 

nessas duas posições. Uma outra degeneração também foi inserida para 

substituir as duas cisteínas presentes na sequência de TBP por serinas ou 

treoninas. Isso foi feito pois cisteínas não são comumente encontradas no 

HCDR3 (FIGURA 10). Considerando todas as possibilidades de construtos em 

frame, nossa biblioteca poderia gerar, teoricamente, cerca de 7,1x109 diferentes 

scFv. 

 

 

FIGURA 10: Design de scFv baseados no peptídeo TBP. A sequência codificante do peptídeo 

TBP foi inserida dentro do CDR3 da cadeia pesada do nosso vetor pHigh, utilizado para o phage 

display de anticorpos. Nosso design permitia a obtenção de cerda de 7,1x109 diferentes scFv. N 

= nucleotídeos guanina (G), adenina (A), citosina (C) ou timina (T). K = nucleotídeos guanina (G) 

ou timina (T).  

Uma vez tendo concluído o design da nossa biblioteca, iniciamos sua 

construção. Oligonucleotídeos codificando as sequências desenhadas foram 

encomendados, misturados e tratados com o fragmento Klenow da enzima DNA 

polimerase para a obtenção de DNA fita dupla (FIGURA 11). Isso foi possível 

porque os oligonucleotídeos se anelavam entre si, servindo de primer para e 

DNA polimerase Klenow.      
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FIGURA 11: Preparo dos insertos a serem clonados. Os diferentes oligonucleotídeos foram 

combinados e tratados com o fragmento Klenow da enzima DNA polimerase para a obtenção de 

DNA fita dupla. PM = peso molecular (pares de base - bp), 1 = Primer 1F/1R; 2 = Primer 1F/2R; 

3 = Primer 1F/3R; 4 = Primer 2F/1R; 5 = Primer 2F/2R; 6 = Primer 2F/3R; 7 = Primer 3F/1R; 8 = 

Primer 3F/2R; 9 = Primer 3F/3R; Gel de poliacrilamida 8%.  

Após a obtenção de DNA fita dupla, o material foi digerido com as enzimas 

de restrição XhoI e KpnI, assim como o vetor pHigh (FIGURA 12). 

Adicionalmente, o vetor foi desfosforilado para impedir sua recircularização.  

 

 

 

 

 

FIGURA 12: Preparo do vetor pHigh. O vetor pHigh, cujo tamanho é de 4141 pares de bases 

foi digerido com as enzimas de restrição KpnI e XhoI, além de ter sido desfosforilado com a 

enzima fosfatase alcalina. PM =   peso molecular (pares de bases), 1 = Vetor pHigh; 2 = Vetor 

pHigh (diluição 10x). Gel de Agarose 1%.  
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Um total de 20 µg de vetor e 1,7 µg de insertos (proporção molar 

vetor:inserto de 1:5) foram ligados e transformados na cepa TG1 de E. coli. 

Foram obtidos cerca de 106 transfomantes. Considerando todas as 

possibilidades de construtos em frame, nossa construção poderia gerar cerca de 

7,1.109 diferentes scFv. Apesar do número de transformantes obtidos ter sido 

menor que o total de possibilidades teóricas possíveis, decidimos continuar com 

o procedimento, cientes de que nossa biblioteca não cobria todos os possíveis 

clones, porém, apresentava uma diversidade que, dado o pré-direcionamento ao 

nosso alvo molecular, deveria ser suficiente para o isolamento de scFvs ligantes.    

Com o objetivo de realizar uma análise da qualidade de nossa biblioteca, 

29 cones foram coletados aleatoriamente e sequenciados. Dos 29 clones, 20 

apresentavam sequência in frame e, desses, o tipo mais comum foi o que 

apresentou inserções de 1 aminoácido a N-Terminal e 1 aminoácido a C-

Terminal da sequência de TBP (TABELAS 1 E 2). 

Tabela 1: Resultado do sequenciamento de 29 clones da sub biblioteca. 

 

 

 

Tabela 2: Número de aminoácidos a N e a C terminal de TBP. 

 

Apesar de nossa biblioteca não ter coberto o total teórico de possibilidades 

de scFv, consideramos que o número de clones obtidos, juntamente com as 

informações obtidas com o sequenciamento de alguns clones eram suficientes 

para atestar que a biblioteca apresentava qualidade suficiente para ser utilizada 

nas etapas seguintes.  

EM FRAME FORA DE FRAME STOP CODON 

20 4 5 

 1-C-Terminal 2-C-Terminal 3-C-Terminal 

1-N-Terminal 5 1 4 

2-N-Terminal 1 1 4 

3-N-Terminal 3 0 1 
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4.3 Isolamento de scFvs direcionados contra a porção extracelular de Tie1 

Uma vez tendo gerado a biblioteca de scFv, a próxima etapa foi produzir 

essa biblioteca no formato a ser utilizado no phage display. Uma particularidade 

do sistema de fagemídeo é que, por codificar apenas uma das proteínas que 

compõem o capsídeo do bacteriófago, é necessário a utilização de um outro 

bacteriófago, denominado helper phage. Esse fago possuí em seu genoma as 

proteínas necessárias para a montagem do vírion. Todavia, devido a um defeito 

em sua sequência de empacotamento, o fagemídeo é a molécula que acaba 

sendo empacotada dentro da partícula viral. (FIGURA 13a)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13a: Uso de fagemídeos em phage display. O vetor fagemídeo contém os elementos 

necessários para a produção do DNA que será empacotado no bacteriófago. Um helper phage, 

com defeito de empacotamento, é utilizado pra infectar a bactéria E. coli com o fagemídeo e 

produzir vírions que fazem o display do anticorpo. Adaptado de JAROSZEWICZ et al., 2022. 

Uma vez tendo gerado os fagos, utilizamos a técnica de phage display 

para isolar scFvs direcionados contra a porção extracelular de Tie1. Tie1 foi 

imobilizado em placas de poliestireno e incubado com a biblioteca de scFv. Os 
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fagos com afinidade pelo receptor foram recuperados por infecção com bactéria, 

amplificados e utilizados em mais dois ciclos de seleção (FIGURA 13b).  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13b: Isolamento de scFvs ligantes de Tie1. A biblioteca de scFv baseada no peptídeo 

TBP foi incubada com Tie1 imobilizado em placa e os fagos ligantes recuperados por infecção 

bacteriana. O gráfico indica o número de fagos ligantes recuperados em cada ciclo (round) de 

seleção. 

Idealmente, durante a execução da técnica de phage display há um 

enriquecimento no número de fagos recuperados a cada ciclo. Esse 

enriquecimento se dá pelo fato de que, nos ciclos iniciais, há um número 

pequeno, muitas vezes unitário, de fagos com afinidade ao alvo. Após a 

recuperação e amplificação, o número desses fagos, em relação à população de 

fagos, é aumentado e, consequentemente, um maior número de fagos é 

recuperado a cada ciclo de seleção. Diferentemente do esperado, não 

observamos enriquecimento durante os ciclos de seleção que realizamos.  

Para identificar as sequências dos scFvs selecionados ao longo do 

panning, selecionamos algumas colônias aleatórias do terceiro round e 

realizamos PCR da região do fagemídeo que codificava o scFv. 

Surpreendentemente, apenas alguns clones apresentavam inserto (FIGURA 

14). A região do HCDR3 desses clones foi sequenciada. De um total de cinco 

clones positivos, três sequências diferentes foram identificadas, sendo uma das 

sequências encontrada em dois dos clones positivos, a segunda sequência foi 

encontrada em dois dos clones isolados e a terceira sequência, em apenas um 
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dos clones. Esses clones serão denominados, a partir daqui, de TBPHigh1, 

TBPHigh2 e TBPHigh3.  

 

FIGURA 14: Screening de colônias após o terceiro round. Um total de 18 colônias foram 

coletadas e analisadas via PCR para identificar a presença da região em que foi inserido o 

HCDR3. Apenas os clones 4, 6, 12, 14 e 16 apresentaram reação positiva, indicando a presença 

de um inserto de scFv. Gel de agarose 2%.   

É interessante observar que TBPHigh1 e TBPHigh2, apesar de possuírem 

sequências diferentes, seus loops apresentam o mesmo tamanho, com dois 

aminoácidos inseridos a N- e a C-Terminal da sequência de TBP. Além disso, 

curiosamente, o resíduo 5 de TBP, que nos ensaios de alanine scanning 

demonstrava não ser necessário para a ligação a Tie1, aparece conservado em 

ambos os clones.  

 

4.4 Validação dos scFvs isolados 

Para confirmar a interação dos fagos TBPHigh1, TBPHigh2 e TBPHigh3 

com Tie1, os mesmos foram produzidos em larga escala e utilizados em ensaios 

de ligação via ELISA de fagos (FLISA). Como controle negativo, utilizamos o 

fago pHighX76, selecionado aleatoriamente de uma biblioteca cujo HCDR3 

apresenta uma sequência com um total de 7 aminoácidos. Realizamos o ensaio 

de ligação incluindo o receptor Tie2 e receptores da família do VEGF (VEGFR1, 

2 e 3), além de BSA (FIGURA 15)  
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FIGURA 15: Os scFvs isolados se ligam especificamente a Tie1. Todos os três scFv isolados 

se ligam a Tie1 e não se ligam a outros receptores envolvidos na angiogênese. TBPHigh1 e 

TBPHigh2, que apresentam HCDR3 de mesmo tamanho, apresentam maior ligação a Tie1 que 

TBPHigh3, cujo HCDR3 é maior. O input de fagos foi de 109 TU que foram incubados com os 

diferentes receptores imobilizados e, após lavagem, os fagos ligantes foram quantificados por 

contagem de colônias. Barras representam o erro padrão da média.    

Os ensaios de ligação indicam que os três fagos isolados se ligam com 

especificidade ao receptor Tie1, todavia, apresentam afinidades diferentes. 

TBPHigh1 e TBPHigh2, que apresentam HCDR3 de mesmo tamanho, se ligam 

com maior afinidade aparente a Tie1 que TBPHigh3, cujo HCDR3 é maior. Isso 

pode ser um indicativo de que existem tamanhos de loops que permitem um 

melhor posicionamento do HCDR3 dentro da estrutura geral do scFv. Isso, por 

sua vez, se reflete em uma molécula cuja estrutura é mais apta a promover 

interações com seu alvo molecular.  

Tendo em vista que os ensaios de ligação foram realizados utilizando 

fagos que apresentavam o scFv em seu capsídeo, a próxima etapa consistiu em 

produzir os scFv em sua forma solúvel, isto é, não fusionados à proteína pIII. 

Como citado anteriormente, a presença de um códon amber em nosso 

vetor, entre as sequencias codificantes do scFv e do gene da pIII, permite com 

que a nossa construção possa ser expressa em cepas supressoras, como uma 
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quimera no formato scFv/pIII, para a realização de phage display, ou, em cepas 

não supressoras, como um scFv. 

Nossa próxima etapa, portanto, consistiu na produção dos scFv isolados 

em sua forma solúvel. Dentre as cepas de E. coli que testamos, BL12(DE3), 

Rosetta(DE3)pLysS, ArcticExpress(DE3), C41(DE3) e C43(DE3), apenas a cepa 

C41(DE3) produziu os scFv de forma consistente. Por sua maior expressão, 

decidimos trabalhar apenas com o clone TBPHigh1 e, como controle, utilizamos 

o clone pHighX76. A presença da sequência codificante do peptídeo sinal DsbA 

permite com que a proteína expressa pela célula seja exportada, pelo sistema 

de secreção Sec, para a região do periplasma. A exportação para o periplasma 

apresenta diversas vantagens. O ambiente oxidante facilita a produção de 

proteínas que apresentam pontes de dissulfeto, como é o caso do scFv. Além 

disso, a presença da proteína formadora de pontes de dissulfeto (disulphide bond 

protein - Dsb), chaperonas e menor quantidade de proteases são fatores 

importantes para se obter a proteína de interesse (scFv) em maiores quantidades 

e corretamente enovelada. Soma-se a isso o fato de que a extração do 

periplasma resulta em uma mistura menos complexa que o resultante de uma 

lise celular total, fato este que facilita o processo de purificação. Outra 

particularidade de nosso sistema é a presença de uma calda de histidina na 

porção C-Terminal da nossa construção. A ligação níquel-histidina é uma ligação 

forte que é comumente utilizada em cromatografias de afinidade a metal 

(immobilized metal-affinity chromatography - IMAC). Nesse tipo de 

cromatografia, um metal, no caso, o níquel, é imobilizado a uma matriz. A mistura 

que contém a proteína de interesse (scFv) é percolada por essa matriz e, devido 

às interações níquel-histidina, ela é retida na coluna. Proteínas que interagem 

fracamente com a matriz podem ser removidas via lavagens com soluções 

contendo baixas concentrações de imidazol, um composto aromático 

heterocíclico que compete com a histidina pela ligação ao níquel e a proteína de 

interesse pode ser eluída da matriz via lavagens com soluções contendo altas 

concentrações de imidazol. Apesar da cauda de histidina poder, além de ser 

utilizada diretamente na purificação, ser também utilizada como marcador 

(detecção utilizando anticorpos anti-His-tag), decidimos marcar nossos 

anticorpos com biotina, para facilitar sua detecção em ensaios subsequentes. Ao 
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final do processo de purificação e biotinilação, a pureza do produto final era de 

cerca de 90%, com um rendimento final variando entre 100-300 ug/L de proteína 

por litro de cultura inicial (FIGURA 16). Acreditamos que os fragmentos proteicos 

menores que 27 KDa possam ser fragmentos dos scFv que, por ainda 

preservarem a cauda de histidina intacta, acabaram sendo co-purificados junto 

à proteína não clivada. 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 16: scFv após purificação por IMAC e biotinilação. Os scFv foram expressos na 

cepa C41 de E.coli e purificados via cromatografia de afinidade a metal. Ambos scFv possuem 

peso molecular de 27 KDa. Gel SDS-PAGE 12%. MW = Peso molecular (KDa); 1 = 

scFvTBPHigh1; 2 = 1 = scFvpHighX76.       

Uma vez tendo produzido o anticorpo controle, assim como o anticorpo 

isolado, repetimos ensaios de ligação para confirmar que nosso anticorpo, no 

formato não quimera, mantinha a capacidade de se ligar, com especificidade, a 

Tie1 (FIGURA 17).  
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FIGURA 17: O scFv recombinante TBPHigh1 se liga especificamente a Tie1. Nesse ensaio, 

ambos os scFv foram incubados com os diferentes receptores imobilizados em placa e o número 

de fagos ligantes quantificado por contagem de colônias. Barras representam o erro padrão da 

média. Anticorpos utilizados na concentração de 20 mg/L.  

Uma vez confirmado, por diferentes ensaios, que o anticorpo TBPHigh1 

se ligava à porção extracelular do receptor Tie1, investigamos se o sítio de 

ligação dessa molécula era o mesmo sítio de ligação do peptídeo TBP a Tie1. 

Para isso, realizamos ensaios de ligação do scFv recombinante na presença do 

peptídeo sintético. Caso ambas as moléculas estivessem se ligando ao mesmo 

sítio de Tie1, seria possível observar uma competição entre ambas pelo mesmo 

sítio e, consequentemente, ao se aumentar a concentração do peptídeo 

sintético, haveria um deslocamento do scFv que se ligava a Tie1. Observamos 

(FIGURA 18) que, de fato, o scFv era deslocado, de maneira dose-dependente, 

pelo peptídeo sintético TBP, ao passo que o peptídeo controle não afetava a 

ligação do scFv ao receptor Tie1, o que indica que tanto o scFv, quanto o 

peptídeo TBP compartilham o mesmo sítio de ligação em Tie1.  
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FIGURA 18: A ligação do scFv TBPHigh1 é inibida de maneira dose dependente pelo 

peptídeo sintético TBP. O scFv TBPHigh1 (20 mg/L) foi incubado com Tie1 imobilizado, na 

presença ou ausência do peptídeo sintético TBP ou do peptídeo controle; o número de fagos 

ligantes à Tie1 foi quantificado por contagem de colônias. Barras representam o erro padrão da 

média.  

 

4.5 Maturação de afinidade  

O sistema imune, ao gerar uma resposta humoral primária contra um 

determinado antígeno, produz anticorpos do tipo IgM. Algumas células B 

responsivas a esse dado antígeno, sofrem um processo de maturação de 

afinidade e mudança de isótipo, que resulta, dentre outros fatores, na seleção de 

clones que produzem anticorpos, do tipo IgG, com maior afinidade ao antígeno 

que o anticorpo gerado na resposta primária. Tendo isso em vista, decidimos 

tentar reproduzir, in vitro, um sistema para aumento de afinidade e também para 

melhorar as característica físico-químicas de nosso anticorpo.  

Nossa primeira tentativa consistiu em mudar o formato de nosso anticorpo 

de scFv para scFv-Fc (FIGURA 19). No formato de scFv, o anticorpo apresenta 

valência igual a 1, ou seja, cada molécula é capaz de ligar-se apenas a uma 

molécula de Tie1.  No formato de scFv-Fc, que consiste em uma quimera entre 

o scFv e os domínios constantes da cadeia pesada (Fc), a valência de cada 

molécula é igual a 2, ou seja, cada molécula de scFv-Fc é capaz de se ligar a 

duas moléculas de Tie1. Nesse caso, é esperado que a mudança de afinidade 
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não seja devido a fatores farmacodinâmicos, mas sim devido a efeitos de 

aumento de avidez.   

 

 

 

 

 

FIGURA 19: Mudança de formato de scFv para scFv-Fc. Ao mudar de formato, é esperado 

que haja um aumento de avidez do anticorpo por Tie1 dada a presença de dois domínios de 

ligação à Tie1 na molécula de scFv-Fc. 

Tendo em vista a complexidade dessa molécula e a presença de diversas 

pontes de dissulfeto necessárias para um enovelamento correto da molécula 

final, decidimos utilizar um sistema de expressão em leveduras.  

Iniciamos nosso trabalho pela construção de um sistema que pudesse ser 

utilizado na conversão de qualquer scFv isolado em scFv-Fc. Nossa construção 

(FIGURA 20) conta com um peptídeo sinal, responsável pela secreção da 

proteína (a secreção para o meio de cultura é uma etapa que facilita o processo 

de purificação), o scFv-Fc, onde o Fc utilizado foi uma sequência codificante de 

IgG1 humana (a presença do Fc facilita tanto o processo de purificação, que 

pode ser realizado via cromatografia de afinidade a proteína G, quanto o 

processo de detecção do scFv-Fc, utilizando anticorpos anti-Fc humano). Além 

disso, inserimos uma sequência de terminação de transcrição, um elemento 

necessário para dar estabilidade ao mRNA e aumentar o rendimento da proteína 

expressa. Essa construção foi inserida no vetor de levedura pCTCon2.         
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FIGURA 20: Construção para expressão de scFv-Fc em levedura. Nossa construção permite 

que scFv isolados possam ser clonados para serem expressos em levedura como scFv ou como 

scFv-Fc. Em ambos os casos, a proteína é secretada para o meio de cultura.  

A cepa de levedura utilizada foi a YVH10, que é uma Saccharomyces 

cerevisiae que possui o gene da proteína dissulfeto isomerase (protein disulfide 

isomerase – PDI) sob controle de um promotor endógeno constitutivo. A 

presença dessa proteína auxilia na formação de pontes de dissulfeto e, 

consequentemente, é importante para o enovelamento correto do scFv-Fc. 

TBPHigh1-scFv-Fc, assim como pHighX76-scFv-Fc foram produzidos e 

purificados via cromatografia de afinidade a proteína G. O monômero de ambas 

proteínas possuí peso molecular de cerca de 51 KDa. Em condições redutoras, 

ambos migram, em gel de eletroforese, com peso aparente próximo ao esperado. 

Todavia, em condições não redutoras, ao invés de migrar próximo às bandas de 

100 KDa, nossas proteínas migram junto a bandas de cerca de 250 KDa 

(FIGURA 21). Essa migração anômala pode ser devido a dois fatores: uma 

hipótese é que as pontes de dissulfeto estão se formando incorretamente, de 

modo que os monômeros, ao invés de formarem dímeros, estão formando 

tetrâmeros; a segunda hipótese, é que os dímeros estão sendo formados, 

todavia, estão sendo hiperglicosilados. O domínio CH2 do Fc possuí sítios de 

glicosilação e sistemas de S.cerevisiae comumente hiperglicosilam esses sítios 

de proteínas não endógenas. O smear observado em nosso gel, em condições 

não redutoras, sugere a presença dessa hiper-glicosilação. 
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FIGURA 21: Proteínas no formato scFv-Fc, produzidas em levedura, após purificação por 

cromatografia de afinidade a proteínas G. Em condições redutoras, cada monômero possuí 

peso aparente de cerca de 51 KDa. Em condições não redutoras, verificamos um peso aparente 

de cerca de 250 KDa. A presença de um smear pode ser um indicativo de que nossas proteínas 

estão sendo hiper-glicosiladas. 1 = TBPHigh1-scFv-Fc; 2 = pHighX76-scFv-Fc. Gel SDS-

PAGE 10%.  

Infelizmente, ao testar nossa construção de scFv-Fc, seja por ensaios 

diretos (ensaio de ligação) ou indiretos (ensaios de competição do scFv-Fc com 

o fago), não fomos capazes de observar nenhum tipo de interação com Tie1. 

Tentamos modificar o formato de scFv-Fc para o formato de minibody (FIGURA 

22). Esse formato é semelhante ao scFv-Fc, exceto pelo fato de que o domínio 

CH2 cadeia pesada está ausente. É nesse domínio que se encontra o sítio de 

glicosilação. Desafortunadamente, não fomos capazes de expressar as 

proteínas nesse formato.  

 

 

 

 

FIGURA 22: Mudança de formato de scFv-Fc para minibody. Uma das hipóteses que 

levantamos do não funcionamento do scFv-Fc baseava-se na ocorrência de hiperglicosilação do 
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domínio CH2. A mudança de formato para minibody, que não apresenta esse domínio, testaria 

nossa hipótese. Todavia, não fomos capazes de expressar as proteínas nesse formato.  

Nossa segunda tentativa de promover modificações estruturais que 

resultassem em melhorias físico-químicas de nosso anticorpo foi baseada na 

modificação dos demais CDRs de nosso anticorpo. Como mencionado 

anteriormente, o HCDR3 é a alça que promove maior contato entre antígeno e 

anticorpo, todavia, os demais CDRs também participam da interação 

antígeno/anticorpo. Além disso, as demais regiões que constituem o framework 

da cadeia variável pesada e leve, também são importantes para garantir a 

estabilidade da molécula como um todo. A estrutura de nosso scFv é derivada 

de uma sequência genérica de cadeias variáveis leves e pesadas. Isso, portanto, 

nos leva a acreditar que modificações na sequência dos demais CDRs, assim 

como nos frameworks, poderiam resultar no isolamento de moléculas com 

melhores características, tanto de afinidade ao alvo, quanto de estabilidade 

estrutural.   

Tendo em vista que imunoglobulinas humanas já passaram por um 

processo de seleção biológico e apresentam características adequadas para seu 

funcionamento biológico, decidimos utilizar o repertório humano como ponto de 

partida para a modificação de nosso scFv. Nossa ideia, portanto, consistiu em 

gerar uma nova biblioteca de anticorpos, onde a cadeia variável pesada de 

TBPHigh1 foi mantida, ao passo que a cadeia variável leve seria substituída por 

cadeias variáveis leves de origem humana.  

Para realizar essa etapa, procedemos por duas estratégias distintas: 

yeast display e phage display de anticorpos.  

4.6 Yeast Display  

O yeast display é uma técnica que permite expressar proteínas 

recombinantes na superfície de leveduras (TEYMENNET-RAMÍREZ; 

MARTÍNEZ-MORALES; TREJO-HERNÁNDEZ, 2022; UCHAŃSKI et al., 2019). 

Em geral, as proteínas são expressas fusionadas à porção C-terminal da 

proteína Aga-2 (mating agglutinin protein AGA-2). Aga-2, por sua vez, liga-se, 

via pontes de dissulfeto, à proteína integral de membrana Aga-1 (FIGURA 23).  



50 
 

 

FIGURA 23: Yeast Display. A técnica de yeast display permite apresentar proteínas 

recombinante que se acoplam na superfície da levedura. A presença de um Tag possibilita a 

marcação e identificação das leveduras que expressam a proteína de interesse. Além disso, em 

combinação com citometria de fluxo com sorteamento de células, esse sistema pode ser utilizado 

no isolamento de ligantes de um dado alvo.  

Nossa ideia consistiu, portanto, em expressar a nova biblioteca na 

superfície de leveduras e realizar o processo de seleção e isolamento de 

anticorpos ligantes utilizando um citômetro de fluxo com sorteamento de células 

(cell sorting). Nesse sistema, utilizaríamos dois marcadores, um para a detecção 

do nosso alvo, ou seja, Tie1, e outro para detectar as leveduras expressando 

anticorpos. Apenas as células marcadas duplamente seriam isoladas e 

coletadas (FIGURA 24). Desta forma, seríamos capazes de selecionar as 

leveduras que apresentassem anticorpos na superfície e, ao mesmo tempo, 

fossem capazes de ligar Tie1.  
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FIGURA24: Método de yeast display com sorteamento de células. A biblioteca de anticorpos 

seria incubada com Tie1 marcado.  Após lavagens e utilização de um anticorpo de detecção, 

direcionado contra um epítopo pré-determinado, as células seriam separadas por citometria de 

fluxo. Apenas as células duplamente marcadas (um indicador de interação entre scFv e Tie1) 

seriam isoladas e enriquecidas.    

Apesar da existência de vetores comerciais que apresentam epítopos 

como o V5 tag, MYC, etc., decidimos optar por utilizar um outro epítopo. Essa 

escolha foi ocasionada pelo fato de que gostaríamos de um epítopo cuja 

detecção não dependesse de anticorpos obtidos comercialmente, a altos custos, 

mas sim de anticorpos que pudessem ser gerados em nosso laboratório. 

Escolhemos, para tanto, o epítopo B13. O epítopo B13 é um antígeno de 

Trypanosoma cruzi (UMEZAWA; FRANCO DA SILVEIRA, 1999) altamente 

reativo, o que garante que anticorpos gerados contra esse antígenos 

apresentem uma boa capacidade de ligação e detecção, com baixa atividade 

cruzada contra outros antígenos, fato esse importante na escolha de tags a 

serem utilizados para detecção molecular.  
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Partindo do vetor pYD1, utilizado para yeast display, realizamos uma série 

de modificações, de modo a adaptá-lo às nossas necessidades (FIGURA 25). 

Mantivemos as sequências codificante de Aga-2 e inserimos um cassete para a 

clonagem independente das cadeias leves variáveis e pesadas variáveis, 

separadas por um linker de glicina/serina e seguidas pelo epítopo B13.  

 

 

 

 

FIGURA 25: Design do vetor utilizado em yeast display. Redesenhamos o vetor pYD1 de 

modo a adequá-lo às nossas necessidades. O cassete para a clonagem independente das 

cadeias leves variáveis e pesadas variáveis pode ser utilizado tanto em nosso estudo, quanto 

em outros estudos de yeast display. 
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Após a construção do vetor, realizamos a validação do display e da 

detecção do epítopo B13 (FIGURA 26) utilizando o anticorpo controle X76.  

FIGURA 26: Validação do display do scFv e da detecção do antígeno B13. Leveduras não 

induzidas e induzidas com galactose foram encubadas com anticorpo anti-B13. Um anticorpo 

secundário marcado foi utilizado na detecção dos anticorpos anti-B13. As células foram 

dispersas em uma lâmina e observadas em microscópio fluorescente. Magnificação de 460x.     
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A expressão gênica de nossa construção está sob controle do promotor 

Gal1. Esse promotor é induzido por galactose e fortemente reprimido por glicose. 

Verificamos, por microscopia, que na levedura não induzida, a maior parte das 

células não se encontra marcada, ao passo que, após indução com galactose, a 

maior parte das células expressa o scFv, como demonstrado pela marcação 

(FIGURA 26). Infelizmente, por motivos técnicos (indisponibilidade temporária 

de citômetro de fluxo), não pudemos continuar essa parte do projeto. Todavia, 

demonstramos o funcionamento de nosso sistema, que poderá ser utilizado, 

futuramente, em outros projetos. Tendo em vista essa limitação, optamos por 

realizar a mudança de cadeia variável leve utilizando phage display de 

anticorpos. 

Recomeçamos nosso trabalho pela modificação do vetor pHigh. Nosso 

objetivo era modificar o vetor de tal modo a permitir a substituição independente 

das sequências codificantes das cadeias variáveis leves e pesadas. Como a 

montagem dos scFvs dependeria de uma dupla clonagem, a seleção das 

enzimas de restrição a serem utilizadas consistiu em uma etapa crítica, já que 

alguns sítios de restrição são frequentemente encontrados dentro dos genes de 

imunoglobulinas humanas. Tendo isso em vista e utilizando estudos previamente 

realizados em nosso grupo (GOMES, 2018), selecionamos quatro enzimas de 

restrição para utilizar em nosso vetor: MluI, SpeI, NheI e AatII (FIGURA 27). As 

sequências reconhecidas e clivadas por essas enzimas não são encontradas, 

com frequência, nos genes de imunoglobulinas humanas.    

 

 

FIGURA 27: Construção de um novo vetor (pHigh3) para a criação de uma biblioteca de 

cadeias leves. Construímos um novo vetor para ser utilizado na criação de uma nova biblioteca, 

onde a cadeia variável pesada, derivada do clone TBPHigh1 será mantida e a cadeia variável 

leve será substituída por cadeias de origem humana.  

A segunda etapa consistiu na coleta de sangue periférico de indivíduos 

saudáveis e fracionamento celular via gradiente de Ficoll (FIGURA 28). A fração 
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de células mononucleares (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMCs) foi 

recolhida e o RNA total dessas células, extraído (FIGURA 29). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 28: Extração de PMBCs de sangue periférico. Cerca de 10 mL de sangue periférico 

de quatro indivíduos saudáveis foi coletado e separado utilizando gradiente de Ficoll. Após 

centrifugação, apenas a fração de PBMCs foi recolhida.  

 

  

 

 

 

FIGURA 29: Extração de RNA total. Os PBMCs coletados foram lisados e o RNA extraído via 

TRIzol. Um RNA de qualidade é necessário para gerar a biblioteca de cadeias leves variáveis. 

A, B, C e D representam amostras de 4 doadores. Gel de agarose 1,5%.   

A coleta de PBMCs é uma etapa necessária pois é nessa fração que se 

encontram as células de interesse (linfócitos B). Essa fração possui diversos 

tipos celulares, como monócitos e linfócitos (B, T e NK). Todas as células 

possuem os genes que codificam imunoglobulinas, todavia, apenas nos linfócitos 

B esses genes se encontram rearranjados no DNA genômico e são expressos, 

levando a produção de RNA mensageiro, que foi utilizado na criação de nossa 
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biblioteca. A extração de RNA dessas células, portanto, é uma das etapas 

críticas de nosso trabalho. A presença de smear apenas entre as bandas de RNA 

ribossômico 28S e 18S (FIGURA 29), e a intensidade relativa (2:1) entre essas 

duas bandas são fortes indicativos de que o material coletado apresentava boa 

qualidade. Esse material, após ser convertido em DNA complementar (cDNA), 

foi utilizado para a amplificação das cadeias variáveis leves. 

Em humanos, existem duas classes de cadeias leves: kappa e lambda, 

com a classe kappa sendo a mais comum das duas. Ambas são formadas por 

diferentes subclasses. Utilizamos diferentes oligonucleotídeos para amplificar as 

nove subclasses lambda e quatro subclasses kappa (FIGURA 30). 

 

 

 

 

 

FIGURA 30: Amplificação das cadeias variáveis leves. As nove subclasses da classe lambda 

(VL) e as quatro da classe kappa (VK) foram amplificadas individualmente. Gel representativo da 

amplificação de sequências provenientes de um dos indivíduos doadores. Gel de agarose 1%.     

Combinamos o material amplificado de cada uma das diferentes 

subclasses de modo a tentar refletir as mesmas proporções encontradas em 

genes humanos (FIGURA 31). Esse material foi então ligado no vetor 

pHigh3+HTBP1, vetor pHigh3 que continha a cadeia variável pesada de 

TBPHigh1 clonada entre os sítios de NheI e AatII. 
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FIGURA 31: Distribuição de frequências de segmentos gênicos de cadeias leves do tipo 

kappa (A) e lambda (B) no repertório de anticorpos humanos. Utilizamos essa distribuição, 

baseada em um estudo (TILLER et al., 2013), para ajustar as proporções entre diferentes 

subclasses e construir nossa biblioteca de cadeias  leves.     

Obtivemos cerca de 7.107 transformantes. Novamente, para identificar as 

sequências dos scFvs selecionados ao longo do panning, selecionamos algumas 

colônias aleatórias do terceiro round e realizamos PCR da região do fagemídeo 

que incluía, além da região que codificava o scFv, partes do vetor.  

Novamente, como observado no processo de seleção anterior, a maioria 

dos clones foram identificados como negativos (FIGURA 32). Nessa seleção, 

apenas um clone apresentou amplicon do tamanho esperado e foi coletado para 

validação. Esse clone foi denominado TBPHigh1semi.   
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FIGURA 32: Screening de colônias após o terceiro round. Um total de 19 colônias foram 

coletadas e analisadas via PCR para identificar a presença de um amplicon com tamanho de 

cerca de 1400 pares de bases. Apenas um clone (*) apresentou o tamanho esperado e foi 

coletado para validação.  

TBPHigh1semi foi sequenciado. A cadeia leve isolada é do tipo lambda e 

proveniente do gene IGLV1-40. É interessante observar que o gene IGLV1-40 é 

o segundo par mais comumente associado ao tipo VH3-23 (o framework utilizado 

na cadeia pesada do nosso vetor é baseado nesse gene) (TILLER et al., 2013). 

Inicialmente, utilizamos a ferramenta ProtParam para investigar se a troca da 

cadeia variável leve resultou em mudanças nos parâmetros físico e químicos de 

nosso scFv (TABELA 3). Os parâmetros índice alifático (aumentos no valor 

desse parâmetro podem ser entendidos como um aumento da termoestabilidade 

de proteínas globulares) e índice de estabilidade (que estima a estabilidade de 

uma proteína em um tubo de ensaio) indicam que a mudança de cadeias 

produziu uma melhora na estabilidade de nossa molécula, quando comparada 

com a original. Além disso, o fato de o índice GRAVY, um parâmetro que indica 

se uma proteína é apolar (índice com valor negativo), ou polar (índice com valor 

positivo) ter se tornado menos negativo também pode indicar melhora na 

solubilidade do novo scFv isolado, que se traduziria em menor tendência de 

agregação e precipitação. 
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Tabela 3.: Utilizamos a ferramenta on line ProtParam para comparar mudanças nas 

propriedades físico químicas ocasionadas pela substituição da cadeia leve. 

* Grand Average of Hydropathicity 

 

Após confirmar a sequência da cadeia leve isolada, produzimos o fago 

apresentando TBPHigh1semi e realizamos ensaios de ligação (FIGURA 33). 

BPHigh1semi se liga a Tie1. Não observamos diferença estatística significante 

entre a ligação de TBPHigh1e BPHigh1semi a Tie1.  

 

 

 

Parâmetro TBPHigh1 TBPHigh1semi 

Número de aminoácidos 265 270 

Peso molecular 28 KDa 28 KDa 

pI teórico 8,81 9,14 

Índice de instabilidade 46,48 45,32 

Índice alifático 61,13 62,48 

Índice GRAVY* -0,459 -0,377 
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FIGURA 33: O scFv TBPHigh1semi se liga a Tie1. O scFv isolado após mudança de 

cadeia variável leve foi incubado com o receptor Tie1 imobilizado em placa e o número 

de fagos ligantes quantificados por contagem de colônia. TBPHigh1semi, com a nova 

cadeia leve, se liga a Tie1. Não foi observada diferença estatística significante entre a 

ligação de TBPHigh1e BPHigh1semi a Tie1. O input de fagos foi de 109 TU. Barras 

representam o erro padrão da média. 

 

Parte 2 - Identificar e validar novos moduladores da angiogênese 

patológica. 

Nos últimos anos, nosso grupo investiu no estudo do transcriptoma da 

retinopatia (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019). O objetivo desse estudo foi 

identificar genes envolvidos na angiogênese patológica, em busca de novos 

alvos para o desenvolvimento de terapias. O modelo animal da retinopatia 

induzida por oxigênio (OIR) foi utilizado (FIGURA 34), uma vez que é muito bem 

aceito para o estudo da angiogênese patológica e por reproduzir diversos 

aspectos de doenças humanas, como a retinopatia da prematuridade e, até certo 

ponto, da retinopatia diabética (CONNOR et al., 2009). Utilizamos os dados do 

transcriptoma para selecionar possíveis alvos moleculares moduladores da 

angiogênese.  
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Figura 34.: Modelo animal para estudo da retinopatia. Representação do modelo da 

retinopatia induzida por oxigênio em camundongos, indicando as diferentes fases (normóxia, 

vaso-obliteração, neovascularização e regressão). Figura adaptada (CONNOR et al., 2009). 

 

Para a seleção de nossos alvos, nossos critérios de seleção foram os 

seguintes: aumento do número de transcritos, em relação ao controle 

(camundongo em P12, não submetido à câmara), ausência de fármacos 

direcionados contra o alvo em questão, localização celular do alvo (evitamos 

selecionar componentes intracelulares), disponibilidade comercial e quantidade 

de estudos relacionando o possível alvo à angiogênese (procuramos selecionar 

alvos pouco descritos na literatura).    

Utilizando esses critérios, chegamos em dois alvos (TABELA 4): a 

citocina Fator Inibidor da Leucemia (Leukemia Inhibitory Factor - LIF) e o receptor 

de Oncostatina M (Oncostatin M receptor – OSMR). LIF, em humanos, pode 

interagir tanto com seu receptor (Leukemia inhibitory factor receptor - LIFR), 

quanto com OSMR. Além disso, ambos utilizam o receptor glicoproteína 130 

(Glycoprotein 130 – gp130) como co-receptor.  
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Tabela 4.: Genes selecionados após análise do transcriptoma. P12 (12 dias pós nascimento) e 

P17 (17 dias pós nascimento) se referem aos camundongos que não foram submetidos à câmara 

de oxigênio. R17 (17 dias pós nascimento) se refere aos camundongos que foram submetidos à 

câmara de oxigênio. Dados normalizados em relação a P12. 

 

O fato de LIF pode promover sinalização celular via OSMR e LIFR, e o 

fato de ambos os receptores utilizarem gp130 como co-receptor fez com que 

optássemos por tentar isolar, via phage display de peptídeos, ligantes da porção 

extracelular desses receptores.  

Como demonstrado anteriormente, a técnica de phage display de 

peptídeos permite selecionar ligantes que possuem afinidade aos alvos de 

interesse. Nessa parte de nosso trabalho, propomos isolar ligantes das porções 

extracelulares das proteínas LIFR, OSMR e gp130. Em geral, os ligantes 

selecionados via phage display tendem a se ligar a sítios biologicamente 

relevantes de seus alvos. Consequentemente, os peptídeos derivados dessas 

bibliotecas geralmente possuem a capacidade de modular a atividade da 

proteína alvo tanto in vitro, quanto in vivo e, desse modo, podem ser utilizados 

como compostos líderes no desenvolvimento de novos fármacos (MOLEK; 

STRUKELJ; BRATKOVIC, 2011).  

As três proteínas foram obtidas comercialmente. Para verificar a 

integridade e pureza das proteínas obtidas, as mesmas foram analisadas por 

SDS-PAGE (FIGURA 35). 

 

 

 

Gene P12 P17 R17 

(Mudança em Log2) 

Fator Inibidor da Leucemia 0 -0,234 1,948 

Receptor de Oncostatina M 0 -0,094 2,496 
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FIGURA 35: Proteínas obtidas comercialmente. As proteínas recombinantes obtidas 

comercialmente foram analisadas por SDS-PAGE em condições redutoras. As bandas 

apresentam tamanho esperado. 1 = gp130; 2 = LIFRα; 3 = OSMRβ 3. Gel SDS-PAGE 10%.  

Uma vez confirmada a qualidade das proteínas obtidas, procedemos para 

o isolamento de ligantes peptídicos utilizando phage display de peptídeos. Para 

isso, utilizamos as duas bibliotecas presentes em nosso laboratório: X6 e CX8C 

(onde C indica o aminoácido cisteína e X representa qualquer um dos 

aminoácidos). A biblioteca X6 é uma biblioteca de peptídeos lineares, ao passo 

que a CX8C, por apresentar duas cisteínas, apresenta peptídeos circulares e 

com maiores restrições conformacionais, já que as cisteínas se encontram 

formando pontes de dissulfeto.  

As três proteínas foram imobilizadas, separadamente, em placas de 

poliestireno em encubadas com as bibliotecas de phage display. Os fagos com 

afinidade pelos alvos foram recuperados por infecção com bactéria, amplificados 

e utilizados em dois ciclos consecutivos de seleção. Observamos um 

enriquecimento no número de fagos recuperados (enriquecimento de 1000x em 

relação ao primeiro round/ciclo de seleção) apenas quando utilizamos a 

biblioteca X6 e somente contra a proteína gp130 (FIGURA 36).  
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FIGURA 36: Panning contra a proteína gp130 utilizando a biblioteca X6.  A biblioteca de X6 

foi incubada com gp130 imobilizada em placa e os fagos ligantes recuperados por infecção 

bacteriana. O gráfico indica o número de fagos ligantes recuperados em cada ciclo (round) de 

seleção. 

Para identificar as sequências dos peptídeos selecionados ao longo do 

panning, selecionamos algumas colônias aleatórias do terceiro round e 

realizamos PCR da região do fago que codificava o peptídeo. Apesar de não 

termos observado nenhum enriquecimento nos pannings realizados contra as 

proteínas OSMR e LIFR, também realizamos o sequenciamento de algumas 

colônias.    

No caso dos fagos provenientes do panning contra a gp130 utilizando a 

biblioteca X6, 7 clones foram aleatoriamente selecionados e sequenciados, 

sendo que 6 desses clones codificavam o mesmo peptídeo. Um fato 

surpreendente é que, apesar de ser derivado de uma biblioteca X6, o peptídeo 

isolado é formado por 19 resíduos de aminoácidos. Esse peptídeo foi 

denominado peptídeo ômega. Em relação aos fagos provenientes dos pannings 

contra LIRF e OSMR utilizando ambas as bibliotecas, não observamos nenhuma 

similaridade entres as sequencias peptídicas isoladas após as seleções. O 

mesmo foi observado no pannings contra gp130 utilizando a biblioteca CX8C. 

Como apenas o panning contra a gp130 utilizando a biblioteca X6 apresentou o 

enriquecimento no número de fagos recuperados a cada ciclo de seleção e 

sequências idênticas após o sequenciamento de colônias coletadas 
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aleatoriamente no ciclo final de seleção, decidimos prosseguir nossos estudos 

utilizando esse peptídeo.  

4.7 Validação do peptídeo ômega.  

Para melhor caracterizar a interação entre o peptídeo ômega e a proteína 

gp130, utilizamos ensaios de ligação. Nesse tipo de ensaio, fagos apresentando 

o peptídeo ômega e fagos selvagens (nesse caso o fago Fd, que não apresenta 

nenhum peptídeo fusionado à proteína pIII) são incubados com a proteína alvo 

e proteínas controles. Nesse ensaio, espera-se que o fago apresentando o 

peptídeo ômega se ligue com afinidade e especificidade à proteína gp130, e não 

às demais. Utilizamos quatro proteínas como controle em nossos ensaios: LIFR, 

OSMR (que são, juntamente com a gp130, membros da família de receptores da 

IL6), AXL (um receptor tirosina quinase não relacionado como a proteína gp130 

mas também um receptor quimera com o domínio Fc de IgG humana) e BSA. O 

fago que apresenta o peptídeo ômega se liga, de modo significativo, apenas à 

proteína gp130, sendo essa ligação cerca de 103 maior na proteína gp130 que 

nas demais proteínas controle (FIGURA 37).  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 37: O peptídeo ômega se liga especificamente a Tie1. Fago ômega e controle (Fd) 

foram incubados individualmente com os diferentes receptores e o número de fagos ligantes 

quantificados por contagem de colônia. O fago apresentando o peptídeo ômega isolado se liga 

com especificidade a gp130. Sua ligação ao receptor é cerca de 103 maior que ligação às 

proteínas controle utilizadas, um fato que indica alta afinidade do peptídeo pelo alvo. O input de 

fagos foi de 109 TU. Barras representam o erro padrão da média.    
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Além disso, para demonstrar que a ligação entre o fago e proteína alvo 

ocorre devido ao peptídeo apresentado e não devido a outras proteínas 

presentes na superfície do fago, realizamos ensaios de competição entre o fago 

e o peptídeo sintético. Observamos que o fago apresentando o peptídeo ômega 

é deslocado, de maneira dose-dependente, da gp130 em altas concentrações 

do peptídeo sintético.  O peptídeo sintético inibe a interação entre fago e receptor 

de maneira dose-dependente (figura 38), sendo que o peptídeo sintético 

controle não altera a interação entre o fago e a proteína gp130. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 38: A ligação do fago apresentando o peptídeo ômega é inibida de maneira dose 

dependente pelo peptídeo sintético cognato. O fago ômega foi incubado com gp130 

imobilizado, na presença ou ausência do peptídeo ômega ou do peptídeo controle e o número 

de fagos ligantes quantificados por contagem de colônia. Barras representam desvio padrão do 

plaqueamento em triplicatas.  
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5. Discussão 

Anticorpos monoclonais podem ser utilizados em diversas áreas, desde 

pesquisa básica até em contextos clínicos. Entretanto, o desenvolvimento de 

mAbs é um processo que costuma ser lento, custoso e, no caso de alvos não 

imunogênicos ou tóxicos, uma tarefa árdua e, muitas vezes, fadada ao 

insucesso. Nas últimas décadas, um método alternativo desenvolvido para o 

isolamento de mAbs se baseia no uso de bibliotecas de anticorpos 

recombinantes. O estudo apresentado nessa tese mostra que essa tecnologia 

pode ser adaptada para isolar anticorpos contra um determinado alvo partindo-

se de pequenos ligantes peptídicos. 

Nossos estudos partem da premissa de que peptídeos ligantes de um 

determinado alvo podem ser engenheirados na estrutura de anticorpos de modo 

a direcionar esses anticorpos a um determinado alvo. Em anticorpos, o CDR3 da 

cadeia pesada (HCDR3) apresenta uma ampla variação em relação ao tamanho, 

assim como o formato tridimensional (AL-LAZIKANI; LESK; CHOTHIA, 2000). 

Esse loop está associado à especificidade de um anticorpo, todavia, apesar de 

ser um grande determinante de especificidade, em alguns casos, ele é 

insuficiente para garantir a especificidade de ligação (D’ANGELO et al., 2018; 

XU; DAVIS, 2000). Além disso, outro fator determinante tanto da estabilidade, 

quanto da especificidade de um dado HCDR3 é o seu tamanho (BARRIOS; 

JIRHOLT; OHLIN, 2004). Em humanos, há uma ampla variação de tamanhos de 

HCDR3, que variam, inclusive, com o tipo de gene utilizado durante o processo 

de maturação do linfócito B. Todavia, os tamanhos médios se encontram entre 

12 e 16 resíduos (BARRIOS; JIRHOLT; OHLIN, 2004). O peptídeo TBP, derivado 

de uma biblioteca CX8C, é formado por oito resíduos de aminoácido, sendo que 

as cisteínas, por formarem pontes de dissulfeto entre si, fazem com que o 

peptídeo adote uma forma circular e com maior restrição conformacional. 

Acreditamos que essas duas características foram importantes, pois o tamanho, 

juntamente com o design de loops que desenvolvemos, ajudou a tornar o 

tamanho dos HCDR3 de nossa biblioteca de anticorpos dentro dos tamanhos 

médios de HCDR3. Além disso, como o peptídeo já possui restrições 

conformacionais, acreditamos que sua fixação dentro do framework de um 
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anticorpo não resultou em efeitos de impedimento estérico que resultassem na 

perda de interação e/ou afinidade. Outro ponto que corrobora com a hipótese da 

importância do tamanho do peptídeo a ser engenheirado dentro do HCDR3 é o 

fato de que não fomos capazes de isolar scFvs específicos para gp130 quando 

tentamos reproduzir o processo realizado com o peptídeo TBP utilizando o 

peptídeo ômega (dados não apresentados).  É possível que nossa plataforma de 

conversão seja mais eficiente para peptídeos de conformação restrita (não 

lineares), já que peptídeos lineares, por não possuírem nenhuma restrição 

conformacional, podem sofrer uma certa perda de afinidade por seu alvo quando 

inseridos dentro do framework de um anticorpo. Além disso, o tamanho do 

peptídeo ômega (19 aminoácidos) possivelmente seria um fator limitante, pois 

geraria uma alça de HCDR3 de tamanho muito maior que o encontrado no 

acervo de imunoglobulinas humanas.    

Durante nossa seleção com o sistema de phage display de anticorpos, 

observamos que não houve um enriquecimento no número de fagos 

recuperados a cada ciclo e, ao final da seleção, poucos clones apresentavam 

insertos codificando o scFv. A produção de anticorpos recombinantes no 

periplasma de E. coli é comumente prejudicada pela toxicidade que essas 

proteínas ocasionam, resultando em crescimento limitado e lise celular 

(KNAPPIK; PLÜCKTHUN, 1995; PLÜCKTHUN; SKERRA, 1989). O fato de não 

observarmos um enriquecimento, assim como o baixo número de clones 

positivos é um indicativo de que células que são infectadas com fagos que 

perderam (por deleção, por exemplo) a região codificante do scFv apresentam 

uma maior vantagem proliferativa, passando a compor uma maior porcentagem 

da população de bacteriófagos. Esse é um fator limitante da técnica, que a torna 

mais difícil de ser aplicada para o isolamento de anticorpos. Entretanto, apesar 

dessa dificuldade, conseguimos demonstrar a possibilidade de isolar anticorpos 

desenhados a partir de peptídeos.  

Uma segunda característica de anticorpos está na sua especificidade. Em 

nossa validação, o scFv pHighTBP1 se liga em Tie1, mas não se liga a Tie2 (que 

pertence à mesma família de Tie1 e que possuí cerca de 30% de identidade de 
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aminoácidos na porção extracelular) e a nenhum outro receptor da família do 

VEGF.  

Outra vantagem de nosso sistema consiste no fato de que fomos capazes 

de produzir nosso scFv em sua forma solúvel. A utilização de fagos 

apresentando o scFv apresenta diversos problemas técnicos, como a imprecisão 

da quantificação de fagos, sinal de background alto e perda da viabilidade do 

fago (LØSET; KRISTINSSON; SANDLIE, 2008; MOROHASHI et al., 2006). A 

produção de scFv recombinante em E. coli, por sua vez, muitas vezes resulta na 

produção de corpos de inclusão (JEVSEVAR et al., 2005; QI; SUN; XIONG, 

2015; SINGH et al., 2012), cujo refolding é um processo penoso e que demanda 

muito tempo, atingindo, muitas vezes, um baixo rendimento. Nosso sistema foi 

capaz de gerar a proteína recombinante solúvel em quantidades suficientes 100-

300 ug/L para experimentos em escala laboratorial. 

Infelizmente, não fomos capazes de alterar o formato de scFv para scFv-

Fc. Alguns estudos citam a perda de afinidade após a conversão de scFv para o 

formato de IgG completo (STEINWAND et al., 2014). Após buscas na literatura 

sobre expressão de anticorpos, no formato completo e em outros formatos, como 

o scFv-Fc, verificamos que a maior parte dos trabalhos utiliza células como 

HEK293–6E para realizar a expressão da proteína. No nosso caso, utilizamos 

uma cepa de S. cerevisae. Leveduras comumente hiperglicosilam proteínas 

recombinantes que possuem sítios de glicosilação. Nosso anticorpo, no formato 

scFv-Fc apresentou um peso molecular aparente superior ao dobro do peso 

molecular esperado (em condições não redutoras), ao passo que em condições 

redutoras, apresentou um peso molecular aparente esperado. Acreditamos que 

essa diferença seja devido à hiperglicosilação e que isso possa ter afetado 

negativamente a ligação de nosso scFv-Fc ao receptor Tie1. A verificação dessa 

hipótese deveria ser realizada com a expressão de nossos anticorpos em outros 

tipos celulares para, de fato, eliminar a suposição de que a perda de afinidade 

foi realmente devido à conversão de scFv para scFv-Fc.  

Em relação à troca de cadeias leves, demonstramos que essa pode ser 

uma etapa a ser adicionada em nossa plataforma de desenvolvimento de 

anticorpos monoclonais. Nossa cadeia variável pesada pode ser associada ao 
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gene IGHV3-23. Esse gene é comumente utilizado em imunoglobulinas 

humanas e pode se associar com diversos genes de cadeia leve do tipo kappa, 

assim como do tipo lambda. A cadeia leve isolada pertence ao tipo lambda e é 

proveniente do gene IGLV1-40, que é o segundo gene mais utilizado em 

combinação com IGHV3-23 (TILLER et al., 2013). Isso é um indicativo de que a 

substituição de cadeias, além de eficiente, tornou nosso scFv mais semelhante 

a imunoglobulinas humanas. A troca de cadeias leves, todavia, não apresentou 

mudanças aparentes de afinidade, já que a recuperação dos fagos apresentando 

o scFv pHighTBP1 após ensaio de ligação foi semelhante. Todavia, houve 

melhoria em índices de estabilidade de nossa molécula, como atestado pelos 

parâmetros de índice de estabilidade e índice alifático. O aumento desse índice 

pode ser associado a uma melhor interação intramolecular, especialmente entre 

os resíduos hidrofóbicos que formam o núcleo da proteína, fato este que 

resultaria em uma maior estabilidade da molécula e menor tendência a 

permanecer em um molten globule state (um estado em que a proteína se 

encontra parcialmente enovelada, porém não possui o empacotamento gerado 

por aminoácidos que criam um estado mais sólido/compactado, relacionado à 

estrutura tridimensional de proteínas enoveladas). Isso demonstra que essa 

etapa é necessária para o processo de melhoramento de anticorpos 

selecionados. Além disso, nossa construção permite com que modificações na 

cadeia pesada possam ser realizadas, de modo a substituir as regiões da cadeia 

variável pesada. Essa modificação permitiria a substituição de parte da cadeia 

variável pesada, mantendo apenas o HCDR3 isolado, por uma de origem 

humana. Acreditamos que essa substituição possa gerar moléculas mais 

estáveis e, também, com maior afinidade ao seu alvo. 

Outra inovação importante trazida por esse estudo consiste no fato de que 

nossa plataforma independe do sistema imune para o desenvolvimento de 

anticorpos. Diferentemente de técnicas como o hibridoma ou até mesmo phage 

display de anticorpos baseados em bibliotecas imunes, nosso sistema não 

depende da imunização de animais. Isso se apresenta como uma vantagem, 

pois é possível contornar as limitações de produção de anticorpos contra alvos 

pouco imunogênicos, tóxicos, ou antígenos próprios.  
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Uma das limitações de nosso estudo se encontra na falta de ensaios 

funcionais (ensaios in vivo ou ensaios celulares) que comprovem que nosso scFv 

possuí a mesma atividade biológica do peptídeo TBP. Todavia, como verificamos 

que ambas as moléculas se ligam ao mesmo sítio em Tie1, como evidenciado 

em nosso ensaio de competição com o peptídeo sintético TBP, acreditamos que 

o scFv seja equivalente, em relação à atividade biológica, ao peptídeo TBP e 

que as diferenças biológicas que possivelmente serão observadas estarão mais 

associadas a propriedades farmacocinéticas, como distribuição, metabolismo e 

excreção, ao passo que as atividades farmacodinâmicas, como interação com o 

receptor e mecanismo de ação, serão mantidas. Além disso, até o presente 

momento, encontramos apenas um anticorpo anti-Tie1 descrito como inibidor de 

angiogênese e metástase (KHAN; KERBEL, 2020), fato este que pode colocar 

nosso scFv como um potencial novo fármaco.   

Em relação à descoberta de novos alvos moduladores da angiogênese, 

encontramos certa dificuldade em isolar peptídeos ligantes da porção 

extracelular dos receptores LIFR e OSMR. Modelos estruturais da interação de 

LIFR/LIF e OSMR/OSM (DU; QIAN; XUE, 2020; HUYTON et al., 2007) 

demonstram que a interação entre citocina e receptor se dá via pontos diferentes 

da citocina, com o uso de diversos resíduos de aminoácidos, localizados em 

regiões distintas e distantes da citocina. Com base nisso, acreditamos que o 

tamanho de nossas bibliotecas de peptídeos (6 ou 8 resíduos) é um limitante, já 

que áreas extensivas de contato seriam necessárias para que houvesse a 

seleção e isolamento de peptídeos de alta afinidade. Outro dado que corrobora 

com essa hipótese é o fato de que o único ligante que conseguimos isolar contra 

gp130 possuí um tamanho muito maior (formado por 19 resíduos de 

aminoácidos) que o dos peptídeos encontrados na biblioteca de seis resíduos da 

qual ele foi isolado.  

Diversos estudos recentes estão verificando a importância de LIFR/LIF e 

OSMR/OSM em doenças dependentes de angiogênese (DI MAIRA et al., 2022; 

FOGLIA et al., 2017; HANLON et al., 2019; LI et al., 2022), o que demonstra que 

nossa escolha de receptores foi propícia. Apesar de não termos isolado nenhum 

ligante desses receptores, esses alvos apresentam um grande interesse e 
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poderão ser melhores investigados em futuros projetos de estudo em nosso 

laboratório. 

Em relação à proteína gp130, conseguimos isolar um peptídeo 

direcionado contra sua porção extracelular. A proteína gp130 está ubiquamente 

expressa no corpo humano e é um co-receptor de ao menos nove citocinas (IL-

6, OSM, LIF, IL-11, CNTF, CLC, IL-27, CT-1, and NP), estando, portanto, 

associada a diversas funções biológicas. Desequilíbrios na expressão, ativação 

ou sinalização de vias associadas à gp130 estão implicados em uma variedade 

de doenças humanas (JONES et al., 2013; MUKHERJEE; PHILPOTT, 2021; 

NAKA; KISHIMOTO, 2002; SILVER; HUNTER, 2010; WEI et al., 2019), o que faz 

com que essa proteína seja interessante tanto no aspecto clínico, para o 

desenvolvimento de novos fármacos, quanto científico, para a investigação de 

mecanismo relacionados a doenças. 

Dados da literatura mostram que a desregulação da atividade da proteína 

gp130 resulta em tumorigênese e progressão de câncer. Além disso, a gp130 é 

altamente expressa em múltiplos tipos de cânceres, além de estar associada ao 

prognóstico de pacientes que apresentam essa doença, assim como a 

resistência de certos tipos de câncer ao tratamento farmacológico 

(SREENIVASAN et al., 2022; XU; NEAMATI, 2013). Dada a ubiquidade da 

expressão da proteína gp130, assim como sua participação em diversas vias de 

sinalização, é possível que o peptídeo ômega apresente alguma atividade 

biológica que influencie uma, ou até mesmo todas as vias dependentes desse 

receptor, fato este que pode ser benéfico ou problemático, do ponto de vista 

clínico. A modulação de diversas vias poderia resultar em um forte inibidor, 

especialmente em um contexto de células tumorais, todavia, dada a ubiquidade 

de expressão desse receptor, é possível que a atuação desse peptídeo em locais 

distintos do local de ação desejado possa gerar efeitos adversos, o que talvez 

venha a ser um fator limitante na aplicação desse peptídeo como um possível 

fármaco. 

Apesar de não termos determinado o Kd do peptídeo pelo receptor, 

nossos dados permitem estimar indiretamente sua afinidade por gp130. Como 

sua IC50 (concentração inibitória 50%) é de aproximadamente 10 µM, como 
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verificado no ensaio de competição com o fago, podemos supor que sua 

afinidade por gp130 esteja na faixa de micromolar. Um dos objetivos desta parte 

do projeto era identificar novos alvos moduladores da angiogênese e isolar 

ligantes que pudessem interferir nesse processo. Apesar de não termos tido 

sucesso em isolar ligantes de LIFR e OSMR, o peptídeo ômega, ligante de 

gp130, poderá ser utilizado futuramente para a verificação de sua atividade 

biológica.   
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6. Conclusão 

Nesse estudo, demonstramos um método alternativo para desenvolver 

anticorpos monoclonais direcionados a sítios biologicamente relevantes em 

proteínas. Essa metodologia, portanto, poderá ser utilizada futuramente como 

alternativa para a geração de anticorpos monoclonais racionalmente 

desenhados. Sua vantagem, em relação aos métodos tradicionais, como o 

hibridoma, se fundamenta em dois aspectos: prescindibilidade de imunização 

prévia de animais, o que contorna problemas relacionados a alvos tóxicos, pouco 

imunogênicos ou endógenos, assim como a dispensabilidade de humanização 

do anticorpo gerado. Em relação ao método padrão de phage display de 

anticorpos, nosso método contorna a necessidade de bibliotecas altamente 

diversas, já que a inserção  de uma sequência com afinidade a um dado alvo 

dentro do HCDR3 direciona os anticorpos provenientes dessa biblioteca para o 

alvo em estudo, restando, portanto, apenas a necessidade de realizar 

adaptações na composição e tamanho do HCDR3 para serem inclusas na 

biblioteca inicial, fato este que possibilita a geração de bibliotecas de menor 

complexidade.  

O anticorpo desenvolvido nesse estudo, direcionado contra um importante 

alvo envolvido na angiogênese, poderá ter diversas aplicações, uma das quais 

poderá ser a utilização do mesmo para a identificação do sítio de ligação dessa 

molécula no receptor Tie1, informação essa que poderá ser futuramente utilizada 

no desenvolvimento de novas drogas moduladoras da angiogênese, assim como 

ser utilizado para estudar com mais detalhes as vias celulares que são 

moduladas por esse anticorpo. Isso poderá contribuir com um melhor 

entendimento do papel de Tie1 no processo de angiogênese.  

Os vetores desenvolvidos durante nosso trabalho poderão ser utilizados 

pelo grupo como uma ferramenta para o desenvolvimento de novas moléculas, 

cuja aplicação poderá ser desde a criação de novos reagentes, até o 

desenvolvimento de novos fármacos contra as doenças estudadas por nosso 

grupo. 
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Além disso, demonstramos a versatilidade da tecnologia de phage display 

de peptídeos através do isolamento de um peptídeo ligante da porção 

extracelular de gp130. Como gp130 é um receptor envolvido em diversas 

funções celulares, acreditamos que esse peptídeo poderá ter uma função 

biológica relevante. Tal peptídeo poderá ser explorado futuramente em vias 

relacionadas à resposta imune, inflamação, assim como na angiogênese.   
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