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RESUMO

MOLINA TINOCO, G. J. Selecdo de fragmentos de anticorpos recombinantes humanos
contra galectina-3 por eletroforese capilar associada a técnica Phage Display. 2019. 82f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A galectina-3 (Gal-3) é uma proteina multifuncional presente em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos incluindo desenvolvimento tumoral, metastase e insuficiéncia
cardiaca. Uma das ferramentas disponiveis para o estudo dessas proteinas é a técnica Phage
Display, que proporciona a expressdo de uma biblioteca combinatéria de fragmentos de
anticorpo expressa na superficie de bacteriofagos e a selecdo de unidades capazes de se ligar a
um determinado alvo. Essa Ultima etapa, ou seja, a selecdo de unidades é denominada de
panning e apresenta limitagdes como possibilidade de selecionar alvos inespecificos,
dificuldade de utilizar proteinas alvos de baixa massa molecular e rotina excessivamente
trabalhosa e longa. Assim, neste trabalho foi utilizada a eletroforese capilar (EC), uma técnica
de separacdo compativel com analise de proteinas e virus, no desenvolvimento de um método
para selecdo de fragmentos de anticorpos especificos para a Gal-3 no contexto da tecnologia
de Phage Display. Inicialmente, amostras de Gal-3 foram expressas em culturas de E. Coli e
purificadas em coluna de afinidade sepharose-alfa-lactose. Em seguida as proteinas foram
analisadas por EC e as seguintes condicGes foram escolhidas: eletrélito de corrida Tris-HCI
50mM pH 6,8, Tensdo 20kV, 18°C, aditivo trietilamina 4mM, concentracdo de Gal-3 50
ug/mL, 1psi de injegdo por 10 segundos, capilar de 30cm com revestimento interno PVA. Em
seguida, a amostras de Gal-3 foram incubadas com a biblioteca de fragmentos de anticorpos
fusionados a bacteri6fagos e analisadas em EC com as mesmas condicdes, utilizando os
mesmos principios do panning classico, porém com a inclusdo de uma técnica analitica de
separacdo. Apds a incubacdo com a biblioteca, foi observada com 8 minutos de analise a
migracdo do complexo [Gal-3 + Fago], que foi coletado e amplificado com sucesso,
comprovando a possibilidade da técnica analitica de EC ser utilizada como uma ferramenta

alternativa ao panning tradicional com a vantagem de maior seletividade, e rapidez.
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1. INTRODUCAO

1.1 Galectinas
Galectinas sdo glicoproteinas altamente preservadas ao longo da evolucdo

pertencentes a familia das lectinas (CONNIE et al., 2015; VARKI et al., 2009). Estas
moléculas sdo capazes de se ligar a um subgrupo de agtcares conhecido como B-galactosideos
(exemplo de um membro desse subgrupo: lactose) através do seu dominio de reconhecimento
de carboidratos ou CRD (carbohydrate recognition domain) presente na por¢do C-terminal
(BARONDES et al., 1994). O dominio N-terminal é sensivel a acdo de metaloproteases,
desempenha papel de oligomerizagdo e também é responsavel pela interagdo com outras
proteinas intracelulares (NEWLACZYL; YU, 2011). Quinze subtipos de galectinas (1 a 15) ja
foram descritos em mamiferos, sendo 11 deles encontrados em humanos, com massa
molecular variando de 14 a 39 kDa. Estas lectinas sdo divididas em trés grupos de acordo com
sua estrutura (Figura 1): (i) prototipicas, geralmente homodimeros contendo um CRD cada,
(i) tandem repeat, monomeros com dois CRD’s distintos conectados por um dominio
peptidico e (iii) quimera, representado apenas pela galectina-3 (Gal-3) (ARGUESO;
PASNJWANI, 2011).

Figura 1: Classificacdo das galectinas quanto a sua estrutura quaternaria: protétipo (1 CRD),
quimera (1 CRD e dominio N-terminal) e tandem repeat (2 CRD’s).
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FONTE: Retirado e adaptado de CONNIE et al., 2015.



A interacdo dessas glicoproteinas com carboidratos - macromoléculas que
desempenham importantes fungdes em diversos processos celulares (VARKI et al., 2009) -
gera importantes vias de sinalizagdo celular dependentes dessa ligacdo (GREWAL et al.,
2008). Neste cenario, as galectinas associam-se a uma grande quantidade de processos
biolégicos tais como: diferenciacdo e sobrevivéncia de células do sistema nervoso central e
periférico (CAMBY et al., 2006), controle da resposta inflamatéria aguda e cronica (LIU;
RABINOVICH, 2009), fibrose tecidual (SCHINDLER et al., 2016), regeneracdo tecidual
(NISHIYAMA et al., 2000) e desenvolvimento tumoral (TRIMBOLI et al., 2016).

1.1.1 Galectina-3: caracterizacdo, atividade e interacdes biologicas
A Gal-3 apresenta aproximadamente 30kDa de massa molecular aparente, atuando de

forma monomeérica ou até pentamerica, de acordo com sua concentracdo (BARONDES et al.,
1994). Ela é sintetizada por ribossomos livres, secretada por vias nédo classicas de sinalizagéo
e pode ser encontrada principalmente no citoplasma, porém, também € capaz de atravessar
membranas, nicleo e mitocondria celular (FORTUNA-COSTA et al., 2014, KRZESLAK;
LIPINSKA, 2004). Extracelularmente, a Gal-3 interage via CRD com B-galactosideos ricos
em N-acetil-lactosamina e lactose presentes na matriz extracelular (KRZESLAK; LIPINSKA,
2004, PUGLIESE et al., 2014, IACOBINI et al., 2003).

A Gal-3 esta associada a diversos eventos fisioldgicos e patoldégicos como
insuficiéncia cardiaca (IC) (MEDVEDEVA et al., 2016), angiogénese (FORTUNA-COSTA
et al., 2014), remodelamento de vias aéreas (GE, et al., 2010), interacdes extracelulares
(OCHIENG; FURTAK; LUKYANOQV, 2004) e fibrilagao atrial (TAKEMOTO et al., 2016),
possuindo inclusive papel de biomarcador de diagnostico ou progndéstico em algumas dessas
condicdes. Adicionalmente, um grande nimero de evidéncias indica um importante papel da
Gal-3 no desenvolvimento tumoral e em processos de metastase, sendo ela uma importante
peca do microambiente de células tumorais invasoras, principalmente por mudancas em
proteinas de contato e vias de sinalizacdo de controle do citoesqueleto (FRIEDL;
ALEXANDER, 2011). A Gal-3 extracelular parece contribuir para esses processos, e dessa
forma, para a progressao do cancer, sendo encontrada com alta expressao em varios tipos de
tumores, como de mama (WARFIELD et al., 1997), melanoma (HONJO et al., 2001), pulméo
(O’DRISCOLL et al., 2002) e sarcoma (MELO et al., 2011). Ainda no desenvolvimento
tumoral, outro ponto a ser tratado é a relacdo entre a expressdo aumentada de Gal-3 e 0

prolongamento da vida celular, através de mecanismos capazes de impedir as células de



entrarem em processo apoptético e, portanto, favorecendo o aparecimento do cancer em
condigdes saudaveis. Um possivel mecanismo é explicado pela semelhanca estrutural da Gal-
3 com a proteina BCL-2, supressora apoptotica (YANG; HSU; LIU, 1996). Outro possivel
mecanismo esta relacionado com a aderéncia na matriz extracelular (MEREDITH; FAZELI;
SCHWARTZ, 1993). Estudos indicam que a Gal-3 pode inibir esse processo, garantindo a
aderéncia e, portanto, inibindo a morte celular (MATARESSE et al., 2000). Por essas razdes,
essa lectina é estudada como alvo de terapias antitumorais (ZOU et. al., 2005) e como
biomarcador de prognosticos (SHEKHAR et al., 2004).

Além da sua importancia no estudo do cancer, a Gal-3 ganhou destaque devido a sua
relacdo com uma doenca responsavel por uma notavel taxa de mortalidade na populacéo
mundial: a IC (ZULKIFLI; SURIDANDA, 2016). A proximidade dessa condi¢cdo com outras
patologias, como a doenca arterial coronariana e amiloidose cardiaca ressaltam a importancia
da pesquisa com objetivo de auxiliar no diagnéstico e prognéstico. Em resposta a agressoes
agudas e cronicas, ceélulas do sistema imunoldgico s@o recrutadas ao tecido cardiaco,
convertendo-o lentamente em tecido fibroso e comprometendo sua funcédo, caracterizando a
IC (CREEMERS; PINTO, 2011). A Gal-3 € secretada por macrofagos sob influéncia de
mediadores quimicos e € uma peca fundamental nos processos inflamatérios e
consequentemente na fibrose cardiaca, sendo detectada em altas concentragdes em pacientes
com IC cronica e aguda. Além de apresentar vantagens frente a outros biomarcadores ja
utilizados, como por exemplo, a maior estabilidade, a Gal-3 também pode ser usada como
marcador de inicio da formacéo de tecido fibroso. A intima relacdo entre concentracGes de
Gal-3 e a IC a torna um alvo promissor na identificacdo de pacientes de alto risco, além de
auxiliar em prognosticos a curto e longo prazo, sendo necessarios mais estudos para confirmar
sua viabilidade (HRYNCHYSHYNA et al., 2013).

Considerando a relevancia clinica da Gal-3, torna-se necessaria a busca por
ferramentas biotecnologicas que desempenhem interacfes de alta especificidade capazes de
atuar na terapia, diagndstico e pesquisa de eventos bioldgicos associados a essa proteina. Uma
possivel forma de se explorar este campo é pela busca de novos anticorpos capazes de atuar

sobre a Gal-3.

1.2 Imunoglobulinas
Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sdo proteinas circulantes produzidas pelas células

B em resposta a exposi¢do a estruturas estranhas ao organismo, denominadas antigenos. Esta

resposta faz parte da imunidade adaptativa para a opsonizagéo, eliminacdo, neutralizagdo de



antigenos, bem como geracdo de células B de memdria para futuras respostas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012). As imunoglobulinas dividem-se em cinco classes, IgA, 1gD,
IgE, 19gG e IgM, sendo cada uma destas associada a um tipo de resposta imunoldgica
especializada para diferentes antigenos. A estrutura classica de um anticorpo pode ser
exemplificada pela 1gG (Figura 2). Esta é formada por duas cadeias pesadas compostas por
quatro dominios globulares cada, duas cadeias leves compostas por dois dominios globulares
cada, sendo estas quatro unidades, entdo, unidas por pontes dissulfeto formadas entre residuos
de cisteina (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007; RUDIN et al., 1998).

Figura 2: Representacdo esquematica de uma imunoglobulina IgG.
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FONTE: Retirado e Modificado de ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012.

A porcdo de ligacdo ao antigeno ou Fab (Fragment Antigen Binding) contém os
dominios variavel leve (VL) e variavel pesado (VH), os quais possuem regibes de
hipervariabilidade denominadas RegiGes Determinantes de Complementaridade ou CDR
(Complementarity Determining Regions), capazes de se ligar a um antigeno através de
multiplas regides de contato, resultando em uma alta especificidade. Ap6s o contato direto
com o antigeno, as regifes constantes da cadeia pesada presentes na porgdo cristalizvel das
imunoglobulinas ou Fc (Fragment Crystallizable) interagem com estruturas celulares,
contribuindo para o desencadeamento de mecanismos efetores responsaveis pela eliminagédo

de patdgenos. A existéncia da imensa variabilidade de anticorpos ¢ CDR’s é devido a um



engenhoso mecanismo denominado recombinacdo V(D)J. Genes de variabilidade (V),
diversidade (D) e juncéo (J), codificadores de imunoglobulinas, presentes em cada linfocito
individual, sofrem rearranjos aleatorios podendo gerar, a partir de um namero limitado de
genes, bilhares de clones de anticorpos diferentes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

A compreensdo da genética de imunoglobulinas e as avancadas técnicas moleculares
da biologia molecular permitiram a construcdo in vitro de vastos repertérios de anticorpos (ou

bibliotecas de anticorpos) utilizadas na inovadora técnica de Phage Display.

1.3 Phage Display
A técnica Phage Display tem sido amplamente utilizada atualmente, contribuindo de

forma decisiva para descobertas nos campos da biologia celular, imunologia, farmacologia e
para o desenvolvimento de novos farmacos (HUANG; BISHOP-HURLEY; COOPERA,
2012). Esta metodologia € utilizada para a identificacdo e selecdo de anticorpos ou peptideos,
a partir de bibliotecas combinatorias, que tenham afinidade e especificidade para um
determinado alvo (SMITH 1985). Bacteriofagos, ou fagos (virus capazes de infectar
bactérias), sdo geneticamente modificados para que cada particula viral represente um clone
de uma dada biblioteca e carregue a sequéncia codificadora diretamente relacionada aquela
proteina. Assim, bibliotecas expostas na superficie de fagos séo utilizadas para varrer células,
tecidos, 6rgaos e solugcdes em busca de alvos especificos (BENHAR 2001). A partir daqui
trataremos especificamente de bibliotecas de anticorpos.

Bibliotecas combinatérias sdo construidas a partir dos genes codificadores de cada
clone de um repertorio de anticorpos de pacientes humanos ou animais. Tais sequéncias sao
clonadas em um vetor plasmidial do tipo fagomideo (ANDRIS-WIDHOPF et al., 2001), que
consiste em uma sequéncia de DNA circular dupla fita com uma origem de replicacdo
bacteriana, origem de replicacdo viral, um sitio para inser¢do do gene exdgeno (do clone de
anticorpo), genes marcadores de selecdo e uma regido promotora (VEDOVELI; PICANCO E
CASTRO, 2016). Porém, o fagomideo ndo possui 0s genes necessarios para a codificacéo e
montagem de uma nova particula viral completa, tornando-se necessaria a adicdo de fagos
auxiliares (fago helper), os quais fornecem tal informacdo genética. Dessa forma, os fagos
auxiliares infectam bactérias contendo o fagomideo recombinante, gerando novas particulas
virais capazes de expressar o fragmento de anticorpo no involucro proteico viral (capsideo)
(BARBAS et al., 2001).

Os bacteriofagos utilizados na técnica de Phage Display sdo do tipo M13, pertencentes

a familia Inoviridae, género Inovirus, sendo capazes de infectar bactérias que apresentam



pilus sexual sem causar lise (HEMMINGA et al., 2010; ICTV, 2014). Estruturalmente o fago
M13 possui uma forma de haste flexivel com um genoma circular de DNA fita simples
envolto em um capsideo composto pelas proteinas plll, pVI, pVII, pVIII e pIX (Figura 3).
Para finalidade de apresentacdo de peptideos exdgenos a pVIII e plll sdo as mais comumente
empregadas, sendo que o gene codificador desse peptideo se encontra no genoma do virus
(BARBAS et al., 2001; BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

Figura 3: Representacdo esquematica de um bacteriofago M13 com um fragmento de

anticorpo fusionado a proteina estrutural pllil.
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FONTE: Retirado e modificado de KONTHUR; WALTER, 2002.

Em um processo de selecao por afinidade denominado panning (Figura 4), a biblioteca
exposta na superficie de fagos é entdo apresentada as moléculas-alvo, que geralmente se
encontram imobilizada em um suporte s6lido, como uma placa de ELISA High-Binding de 96
pocos (PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010). Os fagos fusionados aos clones de
anticorpos de baixa afinidade ao alvo imobilizado sdo removidos por lavagens consecutivas
enquanto que os especificos permanecem ligados (VODNIK et al., 2011). Aqueles capazes de
interagir com o alvo, sdo recuperados e amplificados biologicamente em Escherichia coli (E.
coli) para, entdo, serem submetidos a novos ciclos de selecdo (Figura 4). Por fim, os clones
selecionados pelo processo de panning podem ser sequenciados e analisados quanto a
sensibilidade e especificidade, sendo destinados a diversas aplica¢des, tanto em diagndstico
quanto em terapéutica (VODINIK et al., 2011).



Figura 4: Representacdo de um round da selecdo (panning) natécnica Phage Display.
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FONTE: Retirado e modificado de https://international.neb.com/products/e8110-phd-12-phage-display-peptide-
library-Kit#Product%20Information.

Resultados laboratoriais indicam que a etapa de selecdo (panning) apresenta as
seguintes limitac6es (JONES et al., 2016; TUR et al, 2001):

o Possibilidade de selecdo de anticorpos inespecificos: apds a sensibilizacdo da
placa de ELISA com o alvo de interesse, é realizada a etapa de bloqueio dos sitios ndo
ocupados com uma solucdo de albumina de soro bovino ou BSA (bovine serum albumin)
3% (p/v). Apesar da pré-incubacdo da biblioteca de anticorpos com BSA 1%, existe ainda a
possibilidade de se obter anticorpos contra esta proteina de bloqueio.

o Dificuldade de utilizar proteinas alvos de baixa massa molecular: proteinas
e/ou peptideos de baixa massa molecular (até ~5kDa) ndo sdo eficientemente adsorvidas na

superficie solida (placa de ELISA), sendo necessaria sua conjugacao a proteinas carreadoras,



como BSA e ovalbumina ou OVA. Assim, gera-se a possibilidade de selecéo de clones de
anticorpos contra o composto carreador.

Adicionalmente, o uso de bibliotecas em rotinas de selecdo é considerado
excessivamente trabalhoso (RAMI et al., 2017). Nesse contexto, 0 uso de uma técnica de
separacdo capaz de fornecer uma alternativa ao panning classico pode contribuir para uma
metodologia mais eficiente e menos trabalhosa, além de fornecer importantes melhorias na
seletividade. Trabalhos recentes revelam o potencial da eletroforese capilar nesse contexto
(ZHAO et al., 2010).

1.4 Eletroforese Capilar

1.4.1 Historico
No seculo XX a eletroforese foi introduzida por Arne Tiselius no contexto do estudo

das proteinas do soro que haviam a pouco sido descobertas. Como técnica de separacao essa
pratica consiste na migracdo diferencial de ions ou substancia ionizaveis solvatadas em um
meio contendo eletrdlitos e sob acdo de um campo elétrico (TISELIUS, 1930). As principais
limitacGes associadas a eletroforese logo foram esclarecidas: difusdo da amostra e grande
geracdo de calor, que foram amenizadas com a utilizagdo de um suporte de aplicacdo para
amostra (gel ou papel). Porém o calor gerado pela passagem de uma corrente elétrica (efeito
Joule) continuou como um empecilho, gerando gradientes de temperatura e densidade que,
por sua vez, provocam movimentos de conveccgdo, prejudicando diretamente a separacao dos
componentes da amostra (HJERTEN, 1967).

A reducdo do diametro dos suportes foi outro fator associado a dissipacdo do calor
gerado pela passagem de corrente elétrica, dessa forma o desenvolvimento de suportes cada
vez menores foi impulsionado, passando por suportes de acetato de celulose, poros
gelatinizados, (RICHES; KOHN, 1987) capilares de teflon (MIKKERS; EVERAERTS;
VERHEGGEN, 1979) e capilares de silica fundida (JORGENSON; LUKACS, 1983). Nesse
contexto surgiu a eletroforese capilar (EC) que, pela grande superficie de contato do fluxo
com o capilar ofereceu uma confiavel forma de resfriamento do sistema. Além disso, o capilar
também possui alta resisténcia elétrica, permitindo o estabelecimento de intensos campos
elétricos, tornando as analises extremamente rapidas e eficientes (PERRET, 2003).

As particularidades da EC permitiram o surgimento de diversas técnicas capazes de
atender as particularidades dos mais diversos tipos de analise. Dentre as técnicas de
eletromigracao cabe destacar: eletroforese capilar de peneiramento ou CSE (capillary sieving

electrophoresis), eletroforese capilar em meio ndo aquoso ou NACE (nonaqueous capillary



electrophoresis), eletroforese capilar em gel ou CGE (capillary gel electrophoresis),
focalizacdo isoelétrica capilar ou CIEF (capillary isoelectric focusing), isotacoforese capilar
ou CITP (capillary isotachophoresis), cromatografia eletrocinética ou EKC (electrokinetic
chromatography), cromatografia eletrocinética micelar ou MEKC (micellar electrokinetic
chromatography), eletroforese capilar de afinidade ou CAE (capillary affinity
electrophoresis), cromatografia eletrocinética em microemulsdo ou MEEKC (microemulsion
electrokinetic  chromatography), eletrocromatografia capilar ou CEC (capillary
electrochromatography) e por fim a eletroforese capilar em solucdo livre ou FSCE (free
solution capillary electrophoresis ou CZE - capillary zone electrophoresis) que pode ser
considerada a mais empregada e utilizada neste trabalho (J. A. F., et al., 2007; TAVARES,
1997; COLTON et al., 1998).

1.4.2 Instrumentacdo, Vantagens e Aplicacoes
A EC é uma técnica de separacdo indicada para substancias i6nicas ou ionizaveis,

incluindo desde ions de baixa massa molecular até macromoléculas. Sua aplicacdo se estende
ao controle de qualidade de compostos de interesse farmacéutico e biotecnoldgico
(MORZUNOVA, 2006), separacdo de enantibmeros (JIANFENG et al., 2011), estudos de
metabolémica (RAMAUTAR, 2016), nanotecnologia (GONZALEZ-CURBELDO et al., 2017),
busca por novos farmacos (FARCAS et at., 2017, OUIMET; D’AMICO; KENNEDY, 2017)
biomoléculas, proteinas (DESHMANE et al., 2011; OLABI; STEIN; WATZIG, 2018;
KAHLE; MAUL; WATZIG, 2018), e virus (KREMSER et al., 2007).

A instrumentacdo € composta por um capilar de pequeno calibre (diametro interno de
25, 50, 75 ou 100um) com as extremidades mergulhadas em reservatérios preenchidos com
uma solucdo de eletrélitos (Figura 5). Uma tensdo elétrica € aplicada com auxilio de dois
eletrodos, cada um também mergulhado em um reservatorio, e um campo elétrico é gerado,
acarretando no movimento de analitos previamente injetados em direcdo ao eletrodo de carga
oposta (SUNTORNSUK, 2007).
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Figura 5: Representagdo da instrumentacdo utilizada em um sistema de EC.
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FONTE: Retirado de COSTA, 2008.

Como técnica de separagdo a EC apresenta importantes caracteristicas (CUNHA,

2013):

Alta eficiéncia;

Baixo custo de operacéo;

Baixo volume de injecdo, indicada para amostras de baixa disponibilidade;
Baixo tempo de analise;

Sistema automatizado;

Unico solvente utilizado é a &gua, ou seja, mantendo 0 COmMPromisso com as

diretrizes da Quimica Verde;

Deteccdo em fluxo.

Quando a EC ¢é comparada a principal técnica no contexto da quimica analitica, a

cromatografia liquida ou HPLC (high performance liquid cromatography), duas importantes

vantagens sdo observadas: como ja mencionado, o baixo gasto de solventes representa um

contraste ao volume de solventes usados em HPLC, que demandam deslocamento de recursos

financeiros com a compra e descarte adequado. Além disso, a presenga de colunas

empacotadas em HPLC contribui para alargamento dos picos, por trés mecanismos: caminhos

multiplos, difusdo longitudinal e resisténcia a transferéncia de massa. Em EC o uso de
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capilares de silica fundida sem recheios implica na atuacdo de apenas um fator de
alargamento, no caso a difusdo longitudinal, acarretando em um consideravel aumento no
nimero de pratos (Figura 6) e, portanto, na eficiéncia da técnica (HARRIS, 2012).
Adicionalmente, ao contrario da HPLC, em EC ndo séo utilizadas bombas de pressdo para
impulsionar a fase mdvel, que também acarreta em alargamento de banda. (HEIGER, 1997).

Apesar de todas as suas vantagens, a principal desvantagem da EC estd na sua
detectabilidade, que é inferior quando comparada a outras técnicas de separacdo (BIZZOTTO
etal., 2013).

1.4.3 Teoria da migracao eletroforética
A eletroforese € uma técnica de separacdo que consiste na migracdo de um ion sob o

efeito de um campo elétrico (E). O ion sera acelerado pela acdo da forca elétrica (F1)
resultante da aplicacdo do campo E e como resultado desse movimento, uma forca de atrito
(F2) age no sentido oposto, dificultando o movimento. F1 e F2 possuem sentidos opostos e
eventualmente se cancelam (Figura 6) e o ion adquire velocidade constante (TAVARES,
1995):

Figura 6: Esquematizacdo das forcas agindo sob um ion apos a aplicacdo de um campo
elétrico em um suporte apropriado.

s i)
= -

FONTE: o autor (2019).

A forca elétrica (F1) é resultado do produto da carga do ion (zi), a carga elementar (e)

e 0 campo elétrico E, de acordo com a equacdo 1 (TAVARES, 1995):

Equacdo 1 F,=|zi|.e.E
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Segunda a lei de Stokes, a forca de atrito (F2) para ions de forma esférica pode ser
obtida de acordo com a viscosidade do meio (n), o raio ibnico efetivo (ri) e a velocidade
eletroforética (Ver), como demonstrado na equacdo 2 (TAVARES, 1995):

Equacéo 2: F; =6.mn.1i.V,

Ao atingir a velocidade final, a resultante de forcas atuando no ion é nula, igualando
FleF2 (TAVARES, 1995), ou seja:

Equacéo 3: 3|zil.e.E = 6.m.n.Ti.V,f

Com o rearranjo das variaveis temos a equacao 3:

. v il
Equagdo 4: Yo - lzile
E 6.t.m.1i

Conceitualmente a Ver de um ion é obtida pelo produto do campo elétrico E e da

mobilidade eletroforética (per), €quacao 4.
Equacéo 5: Ve = E . e

Ao combinar os termos das equacdes 3 e 4 temos as implicacdes do conceito de [Lef,

equacao 5:

|zi|.e

Equacéo 6: Hef =

6.r.n.1i

Dessa forma o conceito de per rege a migracao de espécies que possuem cargas, sendo
diretamente proporcional a Ver dessas espécies (equacdo 4) (TAVARES, 1995). A presenca
das variaveis associadas a carga da espécie no numerador indica que a pef € diretamente
proporcional a sua carga, enquanto que o raio ibnico no denominador indica que analitos

maiores apresentardo menor valor de mobilidade.
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1.4.4 Teoria da migracéo eletrosmética

Os capilares empregados em EC normalmente sdo compostos de silica fundida que,
por ser sensivel a rompimentos, requer um revestimento externo de poliimida com objetivo de
auxiliar na resisténcia mecanica. O revestimento é removido na porcdo utilizada para
deteccdo, devido a interferéncias na regido UV-VIS (ALTRIA, 1996). A silica fundida
contém uma superficie de grupos silandis capazes de adquirir carga em virtude do pH do
meio. O preenchimento desse capilar com uma solucéo aquosa em pH capaz de ionizar alguns
de seus grupamentos fornece as condigdes para 0 aparecimento de 3 camadas distintas no
interior do capilar: camada de céations adsorvidos, camada difusa e solucdo livre (Figura 7)
(HARRIS, 2005).

Figura 7: Esquematizacdo das camadas formadas a partir do preenchimento de um capilar de
silica fundida por uma solucdo aquosa em pH apropriado.

FONTE: Retirado e modificado de HARRIS, 2005.
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Apos a ionizacdo de alguns dos grupamentos silandis, cations em solucdo associados
as moléculas de agua sdo fortemente atraidas e adsorvem na parede do capilar, formando a
camada de cations adsorvidos ou camada fixa. Acima da camada fixa, a concentracdo de
cations decresce conforme a distancia da parede do capilar negativamente carregado aumenta,
sendo essa regido com gradiente de cations ndo adsorvidos conhecida como camada difusa.
Quando a distancia da parede do capilar se torna suficiente para a concentracdo de cations
decrescer ao ponto de se tornar uma solucdo com igual distribuicdo de cétions e anions, a
regido é considerada a solug&o livre do interior do capilar (TAVARES, 1995).

Quando uma diferenca de potencial é aplicada no sistema descrito, forcas elétricas

atuam nos céations da camada difusa provocando um movimento unilateral em dire¢do ao
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eletrodo de carga oposta. Assim como 0s cétions, as moléculas de &4gua que os solvatam
também se movimentam, gerando um fluxo ao longo de todo capilar que atua em todos os
componentes da mistura, incluindo ions positivos, negativos e compostos neutros (Figura 8).

Esse fluxo é conhecido como fluxo eletrosmotico (FEO) (LI, 1993).

Figura 8: Representacdo do aparecimento do FEO apés aplicacdo de uma diferenca de
potencial em um capilar de silica fundida.
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FONTE: Modificado de HARRIS, 2005.

A intensidade deste fluxo é dependente da mobilidade eletrosmotica (pseo), que esta
relacionada a varias constantes, tais como permitividade da solugdo (er), a viscosidade do
meio (i), a permitividade do vacuo (£0) e o potencial eletrocinético (ou zeta) ({) e pode ser
expressa pela equacdo 6 (TAVARES, 1995):

&r.€0.Q
n

Equacéo 7: Hfeo = —

Adicionalmente, de forma similar ao conceito de migragdo eletroforética, a pieo
também influenciara a velocidade do FEO. Essa velocidade do FEO (Vo) sera diretamente

proporcional ao campo elétrico aplicado E e a pro (equacéo 7) (TAVARES, 1995):

Equacéo 8: Vieo = Ufeo-E

A alta eficiéncia desse sistema esta vinculada ao perfil radial do FEO desencadeado
pelo movimento dos cations da camada difusa. Como a espessura da camada difusa é muito
menor que o raio do capilar o perfil de velocidade radial aparece como linear, ou seja, o fluxo

é uniforme na secdo transversal do capilar. Assim, o FEO permite altas resolucées, devido a
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menor dispersdo de banda em comparacdo as técnicas que empregam pressdo para
bombeamento de fluidos (Figura 9) na qual as tensbes entre as camadas adjacentes causam
um perfil parabolico da velocidade de fluxo (HEIGER, 1997).

Figura 9: Perfis dos fluxos eletrosmotico, tipico de EC (a) e laminar, proprio de HPLC (high
performance liquid cromatography) (b), e suas correspondentes zonas de amostras.

Fluxos

Fluxo eletrosmotico Fluxo laminar

N\,

I

Sinais de resposta

FONTE: Retirado de HEIGER, 1997.

Todas as espécies introduzidas nos sistemas sofrerdo influéncia do FEO originado pela
aplicacdo de um campo elétrico no capilar de silica com grupamentos silandis parcialmente
ionizados. A Figura 10 esquematiza o vetor de velocidade eletrosmética aplicado em
componentes carregados positivamente (esferas vermelhas), neutros (esfera cinza) e
carregados negativamente (esferas azuis). Compostos de mesma carga (apenas um sinal de
mais ou menos), porém de tamanhos diferentes terdo o mesmo vetor de velocidade
adicionado. Esse processo € 0 mesmo para compostos de mais cargas comparadas com

aqueles que possuem menos cargas (TAVARES, 1995).
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Figura 10: Esquematizacéo da aplicacdo do vetor de Vo em diferentes espéecies presentes em
uma solugéo.

Vfeo

Vfeo

. 2

Vfeo

Vfeo

Vfeo

FONTE: o autor (2019).

Além do FEO, a aplicacdo de uma diferenca de potencial também da origem a Ver,
diretamente proporcional a sua per € a0 campo elétrico aplicado. Porém, esse vetor serd
influenciado pela presenca e natureza da carga e pelo tamanho da espécie. A Figura 11
representa a intensidade e sentido dos vetores de Ver aplicado em cada uma das espécies.
Cations de menor massa terdo um vetor maior aplicado quando comparados com cétions de
maior massa, e no sentido do eletrodo de carga oposta. Anions terdo comportamentos

semelhantes e espécies sem carga ndao desenvolverdo Ve (TAVARES, 1995).
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Figura 11: Esquematizacdo da aplicacdo do vetor de Ver em diferentes espécies presentes em
uma solugéo.

FONTE: o autor (2019).

Com a acdo do FEO e movimentos eletroforéticos, o resultado € a migracao de céations,
anions e espécies neutras em um Unico sentido. Essa resultante d& origem a velocidade
aparente (Vap) expressa pela equacao 8, sendo que, se 0 FEO possuir o mesmo sentido da Ver,
o0 sinal serd positivo, e negativo se o FEO estiver em sentido oposto (TAVARES, 1995;
RIBEIRO, 2017).

Equacéo 8: Vap = Ver £ Vieo

E importante ressaltar que nesse modo diferentes espécies neutras ndo sdo separadas,
formando uma Unica banda de migracéo no capilar (TAVARES, 1997). Por fim, considerando
os fendmenos de pfeo € er O desempenho do sistema de EC pode ser afetado por alguns
fatores, como (CUNHA, 2017):
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* pH do eletrolito de corrida: influencia a desprotonagdo dos grupos silandis da parede
interna do capilar, afetando assim a magnitude do FEO. Também influencia a migracdo
eletroforética de &cidos e bases fracas por afetar o surgimento de cargas pela ionizacdo de

grupos funcionais;

* Tensdo aplicada: influencia diretamente na Vo € Ver, eficiéncia, resolugdo e tempo
de analise. Também pode causar altos valores de corrente elétrica, gerando efeito Joule e
alargamento de banda;

* Forga i0nica: excesso de ions no meio promove o achatamento da dupla camada

elétrica, reduzindo o valor do potencial zeta e do FEO;

» Temperatura: esta associada a variagdo da viscosidade da solugdo influenciando as

Lfeo € Uef € prejudicando a precisdo das analises.

1.5 EC e analise de proteinas
Desde seu surgimento na década de 80 a EC sempre se mostrou como uma importante

ferramenta para analise de proteinas. A busca constante pelo papel dessas macromoléculas em
sistemas biologicos coloca a EC como uma técnica de destaque em pesquisas na area de
protedmica (HUCK; BONN, 2004).

Ao se tratar de eficiéncia de separacdo dentro de um sistema de EC, proteinas
apresentam importantes diferencas quando comparadas as pequenas moléculas. Massa
molecular, carga elétrica, conformacéo, hidrofobicidade e capacidade de ligacdo especifica
sdo algumas das caracteristicas que precisam ser levadas em consideracdo no
desenvolvimento de um método (HUCK; BONN, 2004).

A analise de proteinas ou macromoléculas por EC pode levar ao fenbmeno de
adsorcdo na parede do capilar. Devido ao seu tamanho e varios sitios de interacdo com a
silica, estruturas proteicas podem permanecer adsorvidas na parede do capilar, ndo chegando
ao detector e/ou contaminando analises posteriores. Esse processo prejudica a
reprodutibilidade, eficiéncia e resolucdo de analises e pode ser considerado um dos maiores
desafios no desenvolvimento de métodos para andlise de proteinas (SCHURE; LENHOFF,
1993). Diversos recursos podem ser utilizados para contornar esse problema como solugdes
em pH extremos, aditivos na solucdo de eletrolitos gerando revestimentos temporarios ou
revestimentos permanentes por reacdes quimicas (WATZIG; DEGENHARDT,; KUNKEL,
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1998, CORRADINI; CANNARSSA, 1996). Essas modificacGes internas no capilar buscam
inibir possiveis adsor¢des indesejaveis gerando, em teoria, uma prote¢cdo homogénea,
resistente a certa faixa de pH e que proporcione um aumento da reprodutibilidade e
eficiéncias dos métodos (HORVATH; DOLNIK, 2001).

1.5.1 Revestimento Dinamico
O revestimento dindmico é obtido pelo uso de aditivos como tensoativos, sais

zwitteronicos, polimeros hidrofilicos lineares e aminas no eletrolito de corrida, formando
ligagdes ndo-covalentes temporarias com grupamentos silandis e/ou competindo por sitios de
absorcdo ao longo do capilar e, em teoria, inibindo esse fendmeno (RIGHETTI et al., 2001).
Por um lado, essa pratica apresenta o baixo custo e simplicidade, por outro, problemas de
reprodutibilidade, interacdo analito/aditivo e ate precipitacdo proteica podem ocorrer (KUHN;
HOFFSTETTER-KUHN, 1993). A interacdo do aditivo com a parede do capilar pode
prejudicar a formacgdo da camada dielétrica que resulta no FEO, portanto a concentracdo do
aditivo ¢ um importante fator a ser controlado, principalmente se a intencdo for evitar esse
fenémeno.

O procedimento para se alcancar o revestimento dinamico envolve lavagem do capilar
com eletrolito de corrida contendo o aditivo desejado, seguido da corrida com o analito e por
fim, uma lavagem para remocdo do aditivo, tendo em vista a imprevisibilidade da sua
permanéncia no capilar. Uma ferramenta para controlar essa imprevisibilidade é a lavagem e
aplicacdo do revestimento dindmico antes de toda corrida (HORVATH; DOLNIK, 2001).
Exemplos de aditivos utilizados como revestimento dinamico sdo: poliacrilamida (GIMENEZ
et al., 2008) e PBPVSA (Polybrene-poly(vinylsulfonicacid) (HASELBERG et al., 2011).

1.5.2 Revestimento Permanente
Uma alternativa ao processo de revestimento dinamico é o revestimento permanente,

caracterizado ou pela adicdo de polimeros capazes de se ligar covalentemente a superficie do
capilar ou por modificacbes permanentes na silica por processos de derivatizacdo. Quando
utilizados corretamente, os polimeros serdo capazes de se ancorar a silica, reagindo com parte
dos grupamentos silandis presentes no capilar. No caso das reacdes de derivatizacdo, o
revestimento soO serd eficiente se a reacdo ocorrer com todos os silandis da superficie interna.
Esse revestimento leva a uma inibicdo da adsorcdo de proteinas, contribuindo para uma boa

reprodutibilidade de resultados. Além disso, este revestimento deve se manter estavel por
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certo tempo e dentro de uma faixa de pH, que depende diretamente do revestimento
empregado (KUHN; HOFFSTETTER-KUHN, 1993).

Os capilares com revestimento permanente apresentam um FEO consideravelmente
reduzido quando comparado aos capilares ndo-revestidos devido ao impedimento da formagéo
da camada dielétrica originada a partir da presenca de grupamentos silandis livres no capilar.
Nesse contexto € necessario avaliar a per, pois sera o principal parametro responséavel pela
migracdo efetiva do analito (HORVATH; DOLNIK, 2001). Exemplos de revestimento
permanente: EPDMA [do inglés, epoxy-poly(dimethylacrylamide)] (CRETICH et al., 2002) e
polivinilalcool (PVA) (BELDER et al.,2001).
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5. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método analitico para
selecdo de fragmentos de anticorpo contra Gal-3 por EC no contexto da técnica Phage
Display. Evidéncias cientificas sugerem a participacdo da Gal-3 no desenvolvimento tumoral
e em processos de metastase, além de estar diretamente ligada com o estudo e diagnéstico da
IC, uma condicdo associada com diversas doencas cardiacas. O estudo dessa proteina é
auxiliado pela técnica Phage Display, que permite a elaboracdo de uma biblioteca
combinatéria de fragmentos de anticorpos fusionados a bacteriéfagos e sua selecdo contra um
alvo (panning). Contudo, ha limitacBes associadas a selecdo do alvo como: baixa seletividade,
tamanho de alvo e excesso de trabalho necessario. Assim, a busca por novas técnicas, mais
seletivas, rapidas e menos simplificadas é importante. Neste contexto, a técnica de EC foi
avaliada como alternativa a etapa de selecdo. Essa técnica é conhecida pela sua alta resolucéo,
eficiéncia, baixo custo e baixa geracdo de residuos, além de ser compativel com anélise
biomoléculas e virus.

Muitos desafios foram encontrados ao longo do trabalho, incluindo a adsorcao da Gal-
3 na parede do capilar ndo-revestido e revestido e degradacdo proteica. Para superar essas
dificuldades foram explorados o uso de um capilar revestido e o aditivo catiénico trietilamina
para inibir o processo de adsorcao na parede do mesmo, permitindo a migracdo da proteina. A
modificacdo de parametros eletroforéticos contribuiu para maior eficiéncia e menor tempo de
analise. A incubagdo da biblioteca de Fab com a proteina alvo promoveu a formacdo do
complexo [Gal-3 + fago] que ao ser introduzido no sistema EC migrou pelo capilar, passando
pelo detector, gerando um sinal analitico e coletado no reservatério de saida. O crescimento
de bactérias infectadas na solucdo coletada no reservatorio de saida do equipamento de EC
confirmou a viabilidade do processo de selecdo alternativo proposto, proporcionando maior
seletividade e rapidez.

Assim, o presente trabalho apresentou uma ferramenta alternativa ao processo de
panning atualmente utilizado dentro do contexto da técnica Phage Display. Atualmente a
literatura carece de estudos relacionando a EC e a Gal-3 associada a técnica Phage Display.
Portanto, os resultados aqui demonstrados representam o inicio de uma notavel relacdo entre
esses temas até entdo ndo correlacionados. As vantagens obtidas com a utilizagdo da EC
podem ser aplicaveis a outros alvos, se configurando, dessa forma, como um ponto de partida

para diversos trabalhos posteriores.
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