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RESUMO

Takata, D.Y. Expressédo, caracterizacdo e avaliacao funcional de anticorpos
humanos antitetanicos. 2021. 118F. Tese (Doutorado em Interunidades em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2021.

Tétano é uma doenca neuromuscular causada exclusivamente pela acdo da
exotoxina produzida pela bactéria Clostridium tetani (C. tetani). Apesar da existéncia
de uma vacina segura e de baixo custo, a incidéncia e mortalidade do tétano ainda
sao preocupantes. Por isso, em casos com risco de tétano, a imunizacdo passiva com
soro contendo anticorpos antitetanicos equinos (SAT) ou com imunoglobulina humana
hiperimune antitetanica (IGHAT) € utilizada. Em busca de terapia baseada na
biotecnologia moderna, nosso grupo obteve anteriormente anticorpos monoclonais
(mAbs) humanos antitetanicos derivados de linfocitos B isolados por single cell sorting.
O objetivo do trabalho atual foi ampliar o painel de mAbs antitetanicos e avalia-los
visando a proposta de candidatos promissores para um futuro uso na terapia. O painel
de mAbs foi testado por ELISA, Western Blot e inibicdo a ligacdo da toxina tetanica
(TeNT) ao receptor GT1b. Cinco mAbs foram analisados em microarrays para
identificar seus epitopos, e em ensaio de neutralizagdo da toxina in vivo,
individualmente ou associados em dois ou trés. A mistura de trés mAbs que se ligam
a diferentes dominios da TeNT foi neutralizante, demonstrando a importancia do
sinergismo para a acao neutralizante. A fim de diminuir o uso de animais, alguns testes
foram realizados como forma de tentar triar os anticorpos a serem testados in vivo.
Porém, a execucdo dos testes foi limitada pela baixa concentracdo dos mAbs
expressos e disponibilidade de TeNT, além de outras limitagBes dos ensaios. Devido
a dificuldade em analisar um painel grande de anticorpos, decidimos nos dedicar a
obtencao de uma linhagem permanente de expressao dos mADbs que neutralizaram a
toxina tetanica in vivo. Foi encomendada a sintese de vetores contendo sequéncias
para a expressao das regides constantes das cadeias pesada gama 1 e leve kappa
humanas, permitindo a inser¢do de qualquer regido variavel, pesada e leve.
Encomendamos também a sintese das sequéncias das regides variaveis otimizadas
de dois mAbs, para comparagcdo com as sequéncias obtidas diretamente dos genes

amplificados dos linfocitos B isolados por sorting. As sequéncias otimizadas dos dois



mAbs resultaram em maior produtividade em comparacdo com as sequéncias
originais. Porém, como esperado, a otimizac&do das sequéncias nao alterou o aspecto

funcional dos mADbs.

Palavras chave: Anticorpos monoclonais humanos. Toxina tetanica. Tétano.

Neutralizacdo da toxina tetanica. Linhagem celular estavel.



ABSTRACT

Takata, D.Y. Expressédo, caracterizagcdo e avaliacdo funcional de anticorpos
humanos antitetanicos. 2021. 118113p. Thesis (Ph. D. thesis in Biotechnology —
Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sado Paulo, 2021.

Tetanus is a neuromuscular disease caused exclusively by the action of the exotoxin
produced by Clostridium tetani (C. tetani). Despite the existence of a safe and low-cost
vaccine, the incidence and mortality rate of tetanus remain worrying. Therefore, in
cases at risk of tetanus, passive immunization with equine anti-tetanus serum (ATS)
or hyperimmune human tetanus immunoglobulin (TIG) is required. In search of a
therapy based on modern biotechnology, our group had previously obtained human
anti-tetanus monoclonal antibodies (mAbs) derived from B lymphocytes isolated by
single cell sorting. The objective of this work was to expand the panel of anti-tetanus
mADbs and evaluate it for the proposal of candidates for future use in therapy. The panel
of mAbs was tested by ELISA, Western Blot, and tetanus toxin (TeNT) binding to
ganglioside GT1b inhibition assay. Five mAbs were analyzed by TeNT peptide
microarrays to identify their epitopes and by in vivo neutralization assay, individually or
associated in two or three. Only the mixture of three mAbs that bind to different
domains of TeNT was neutralizing, demonstrating the importance of synergism for the
neutralizing action. In order to reduce animal testing, some alternatives have been tried
to screen for candidate antibodies prior to the in vivo testing. However, the low
concentration of TeNT e also of mAbs and among other assays specifications, limited
these tests’ execution. Due to the difficulty in analyzing a large panel of antibodies, we
decided to focus on obtaining permanent cell lines to produce the mAbs that
neutralized the TeNT in vivo. We ordered the synthesis of genes coding for the
constant regions of human heavy gamma 1 and light kappa chains, that, when cloned
into the expression vector, could allow the insertion of any heavy or light chain genes.
We ordered also the sequences of the variable regions of two mAbs, codon-optimized,
for comparison with the sequences amplified directly from sorted B cells. The optimized
sequences resulted in higher expression yield, when compared to the original ones,

without differences in their functional aspects.

Key words: Human monoclonal antibodies. Tetanus toxin. Tetanus. Tetanus toxin

neutralization. Stable cell lines generation.
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1 INTRODUCAO

Tétano é uma doenca neuromuscular causada pela exotoxina produzida pela
bactéria Clostridium tetani (C. tetani). C. tetani € um bacilo anaerébio Gram-positivo,
formador de esporos e pode ser amplamente encontrado no meio ambiente,
principalmente no solo e na flora intestinal de animais (domésticos e silvestres) e
humanos (FARRAR et al., 2000; MALLICK; WINSLET, 2004). O esporo néo é invasivo
e requer uma leséo na pele, normalmente causada por ferimentos com objetos
contaminados com os esporos. Os ferimentos, além de permitirem o contato do esporo
com o hospedeiro, ao se fecharem, proporcionam um ambiente andxico, condi¢ao
obrigatéria para a germinacao dos esporos e producdo da toxina (ERNST et al., 1997;
GIBSON et al., 2009). A Toxina tetanica (TeNT) afeta o sistema nervoso, bloqueando
o processo de liberacdo de neurotransmissores inibitérios nas fendas sinapticas,
sendo, assim, classificada como uma neurotoxina (ROSSETTO et al., 2013). Como o
C. tetani pode ser amplamente encontrado no ambiente, a erradicacdo da doenca néao
€ possivel e a vacinagéo é essencial para a prevencao da doencga. A vacinagdo com
toxoide tetanico (TT) € segura, de baixo custo e se mostrou eficaz. Porém, as taxas
de incidéncia e mortalidade do tétano ainda sédo preocupantes. Isso porque 0 TT € um
imunogénico fraco e exige doses de refor¢o vacinal frequentemente, préatica ignorada
pela maioria das pessoas. Por isso, a doenga continua sendo considerada um
problema de saude publica. No mundo, foram notificados 14.757 casos de tétano em
2019 e estima-se que foi a causa de morte de 72.600 pessoas em um periodo de 5
anos. Em 2018, 25.000 neonatos (até 28 dias ap0s o nascimento) morreram por tétano
no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). No Brasil, a imunizag&o contra
tétano faz parte do calendario vacinal nacional, porém em 2019, 221 casos de tétano
acidental foram notificados no pais e a letalidade foi considerada alta (56%)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). A baixa cobertura vacinal e a precariedade em
condi¢cbes de higiene no momento do parto, por exemplo, explicam a incidéncia da
doenca maior em paises em desenvolvimento. Em paises desenvolvidos ha casos
reportados em idosos, e usuarios de drogas injetaveis. Em 2004, foram reportados 25
casos de tétano causados por contaminagdo no momento do uso drogas injetaveis e
2 deles resultaram em 6bito (BEECHING; CROWCROFT, 2005).
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1.1 TOXINA TETANICA

A toxina tetanica é uma das mais potentes neurotoxinas, associada a uma alta
taxa de letalidade quando ndo ha tratamento r4pido e adequado. Trata-se de uma
exotoxina de aproximadamente 150kDa (Figura 1). E sintetizada como uma cadeia
Unica e, em seguida, clivada por proteases do C. tetani, tornando-se um polipeptideo
de duas cadeias - uma pesada (H - Heavy) de 100kDa e uma leve (L - Light) de 50kDa
- unidas por ponte dissulfeto (EISEL et al., 1986). Ja foi demonstrado que a
manutencdo dessa ponte € essencial para a toxicidade da TeNT (SCHIAVO et al.,
1990). A cadeia H é subdividida em 2 dominios, C-terminal (HC ou Fragmento C) e N-
terminal (HN), responsaveis pelas fungdes de ligagao a superficie celular de neurdnios
e translocagédo na membrana neural, respectivamente. A cadeia L contém o motivo de
ligacdo de zinco e € responsavel pela acdo proteolitica da toxina (SCHIAVO;
BENFENATI; et al., 1992; SCHIAVO; POULAIN; et al., 1992; TURTON; CHADDOCK;
ACHARYA, 2002).

Figura 1. Representacdo da estrutura da toxina tetanica

Estrutura da toxina tetanica. Em azul, esta a cadeia leve (regido catalitica). A cadeia pesada esta
marcada em verde no dominio de translocagéo e em rosa no dominio de ligagdo, também chamado de
Fragmento C. Em laranja, estdo os aminoacidos que fazem a ponte dissulfeto, responsavel por manter
unidas as cadeias pesada e leve da toxina. Essa representacao foi gerada a partir da estrutura
cristalografica da TeNT disponivel em banco de dados (PDB: 5n0b).
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Sabe-se que a conformacao da TeNT é dependente de pH e, dessa forma, a
toxina muda sua conformacédo ao longo do seu deslocamento pelos neurbnios até o
sistema nervoso central. Dentro das vesiculas dos neurdnios periféricos, o ambiente
é 4cido e a TeNT adquire uma conformacao fechada; ja no sistema nervoso central, o
citosol € neutro e a TeNT apresenta estrutura aberta (Figura 2) (MASUYER; CONRAD;
STENMARK, 2017).

Figura 2. Representacdo da mudanca conformacional da TeNT.

Extended conformation Semi-opened conformation Closed conformation
pH>6.3 pH 6.3-5.5 pH<5.5

Representacdo da conformacdo da estrutura da toxina tetanica no pH>6,3; 6,3-5,5 e <5,5. Fonte:
MASUYER; CONRAD e STENMARK (2017)

1.2 FISIOPATOLOGIA E SINTOMATOLOGIA

O Fragmento C da TeNT é responsavel pela ligacdo da toxina a membrana dos
neurdnios periféricos. A ligacao se da através da interacdo de regides do Fragmento
C, denominadas lactose-binding site (“W” pocket) e sialic acid-binding site (“R”
pocket), com os receptores presentes na membrana (EMSLEY et al., 2000). Através
da interacdo do Fragmento C da TeNT com gangliosideos e com proteinas, como as
proteinas ancoradas por GPI e nidogénio, presentes na superficie da membrana dos
neurdnios periféricos, a toxina é internalizada por endocitose (RUMMEL et al., 2003;
BERCSENYI et al.,, 2014). A TeNT &, entdo, transportada por sistema axonal
retrogrado para o sistema nervoso central (SCHWAB; SUDA; THOENEN, 1979; LALLI
et al., 2003; DEINHARDT; SCHIAVO, 2005; BLUM et al., 2012). O pH das vesiculas
€ acido e a TeNT adquire sua conformacao mais fechada (Figura 2), mantendo a ponte
dissulfeto intacta, condicdo fundamental para que TeNT seja translocada ao citosol

das células pré-sinapticas (PIRAZZINI et al., 2011). Ao entrar no citosol, onde o pH é
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neutro, a TeNT adquire conformacéo aberta, a ponte dissulfeto é reduzida e a cadeia
L é liberada (ZUVERINK et al., 2015). Essa cadeia € uma metaloprotease dependente
de zinco que cliva a sinaptobrevina Il ou VAMP (vesicle-associated membrane
protein), uma proteina presente nas vesiculas (SCHIAVO; BENFENATI; et al., 1992;
HUMEAU et al., 2000; LALLI et al., 2003). Em condic¢@es fisiolégicas, a VAMP se junta
as proteinas de membrana plasmatica SNAP-25 e a sintaxina, presentes nas
membranas dos neurdnios, formando um complexo. A formagao desse complexo leva
a um influxo de calcio e formacdo de um poro e, posteriormente, a fusdo de
membranas das vesiculas sinapticas as membranas pré-sinapticas (VARDJAN;
JORGACEVSKI; ZOREC, 2013). Com a fusdo das membranas, o0s
neurotransmissores inibitérios GABA (acido-y-aminobutirico) e glicina presentes nas
vesiculas sao liberados na fenda sinaptica (CURTIS et al.,, 1973; SCHIAVO;
MATTEOLI; MONTECUCCO, 2000). Na presenca da TeNT, ha clivagem da VAMP, o
gue impede a liberacdo dos neurotransmissores inibitorios. Dessa forma, ndo ha
inibicdo e os muasculos ficam em um estado hiperexcitado, levando aos efeitos como
rigidez e espasmos. No tétano generalizado, os musculos do corpo todo séo afetados,
podendo causar faléncia respiratéria, que € a causa mais comum de morte por tétano
(FARRAR et al., 2000; COOK; PROTHEROE; HANDEL, 2001; HASSEL, 2013).

1.3 IMUNIZACAO

Os sinais clinicos do tétano sdo causados exclusivamente pela acdo da TeNT
e, por isso, € possivel prevenir a doenca com uma imunizacdo ativa dos individuos,
através da vacinacdo com toxoide tetanico (TT), resultante do tratamento da TeNT
com formaldeido (GALAZKA; GASSE, 1995). Vacinas compostas por toxoides néo
sdo imundégenos fortes e, portanto, requerem um adjuvante (como hidréxido de
aluminio) para aumentar sua imunogenicidade (LINDLEY-JONES; LEWIS;
SOUTHGATE, 2004; BAXTER, 2007). Aléem disso, a vacinagéo exige doses de reforgo
para garantir uma continua imunizacédo da populagcédo. Dessa forma, a adesao das
pessoas a vacinacdo é um dos fatores importantes para a eficiéncia da imunizacao.
Outro fator € a da idade dos individuos vacinados. O titulo de anticorpos antitetanicos
€ maior em pessoas até 30 anos de idade e € minimo em pessoas com mais de 50
anos (GALAZKA; GASSE, 1995). No Brasil, sdo recomendadas trés doses iniciais
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antes do primeiro ano de vida, um refor¢co aos 15 meses e outro aos 4 anos de idade,
e, apos, doses de reforco a cada 10 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

1.4 PROFILAXIA

O microrganismo C. tetani esta amplamente presente no meio ambiente e
apesar de existir um programa de vacinacgao, a taxa de incidéncia e de mortalidade
sdo preocupantes. Como ndo hi exames laboratoriais, 0s sinais clinicos devem ser
considerados no diagnéstico. Em casos de acidentes com risco de tétano, uma terapia
profilatica é preconizada uma vez que a ligacdo da toxina aos neurénios € irreversivel,
ou seja, apos a internalizacdo da toxina no sistema nervoso, nao ha como neutraliza-
la (ATARO; MUSHATT; AHSAN, 2011; RODRIGO; FERNANDO; RAJAPAKSE, 2014).
O esquema profilatico (Tabela 1) depende de fatores como o histérico de vacinacao
do paciente e o grau do risco de infeccéo pelo bacilo (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
Quando ha alto risco e a histdria de vacinagéo contra tétano € incerta ou incompleta,
utiliza-se, além da vacina, antibiodticos, como metronidazol, para eliminacdo do
microrganismo C. tetani. Além disso, recomenda-se 0 uso de soro contendo
anticorpos antitetanicos, obtido pelo processamento do plasma de cavalos imunizados
(SAT - soro antitetanico equino), ou imunoglobulina humana hiperimune antitetanica
(IGHAT), obtida de doadores humanos com alto titulo de anticorpos antitetanicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Ambos s&o utilizados como recurso para a rapida
neutralizacdo da toxina livre. Porém ambas as terapias tém seus problemas, o SAT
por ser de origem heter6loga, apresenta imunogenicidade alta. E por isso,
normalmente a IGHAT é utilizada em casos de hipersensibilidade ao SAT (EDSALL,
1959; RODRIGO; FERNANDO; RAJAPAKSE, 2014). Porém, a IGHAT, por ser
originada de doadores humanos, oferece risco de transmissdo de doencas. Além
disso, os dois soros nao proporcionam homogeneidade nos lotes produzidos
(STIEHM, 2013).
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Tabela 1. Esquema profilatico

Histaria de vacinagio Ferimentos com risco minimo de tétano® Ferimentos com alto risco de tétano®
prévia contra tétano SAT/IGHAT | Outras condutas Vacina SAT/IGHAT | Outras condutas
Incerta ou menos de 3 doses Sime Mao Simic Sim Desinfeccia,
3 doses ou mais, sendo a Gltima lavar com soro
dose ha manos de 5 anos Ndo Mbo Limpeza e Nao Nao fisiolégico e
desinfecgdo, substancias

3 ou mais doses, sendo a Gltima lavar com soro Sim oxbdantes ou
dose ha mais de 5 anos & menas | Nao Mao fisioldgico & Mio® antissépticas e
de 10 anos substancias (1 reforgo) FEMOVET COTPOS

) e oxidantes ou i estranhios e tecidos
3 ou I'I'I..Elli doses, s.endu a GHima Sim Mo antissépticas e L Mo desvitalizados
dose ha 10 ou mais anos deshridar o foro (1 reforcal Peshricamento
3 ou mais doses, sendo a Gltima de infeccio Sim do ferimento e
dose ha 10 ou mais anos em Sim Mao Sim® lavagem com &gua

situagies especiais (1 reforgal oxigenada

* Ferimentos superficiais, lmpos, sem corpos estranhas ou tecidos desvitalizados.

& Ferimentos profundos ou superficiais sujos; com conpos estranhos ou tecdos desvitalizados; quemaduras; feridas puntiformes ou por armas brancas e
de fogo; mordeduras; politraumatismaos e fraturas expostas.

* Vacinar e aprazar as proximas doses, para complementar o esquema basico. Exsa vacinagao visa proteger contra © risoo de tétang par outros ferimen-
tos futures. Se o profissional gue presta o atendimento suspeita que os cuidados posteriores com o ferimento nao serdo adeguados, deve considerar a
indicacao de imunizacdo passiva com 5AT {soro antitetinico) ou IGHAT {imunoglobuling humana antitetinical. Quando indicada o uso de vacina e SAT ou
IGHAT, concomitantemente, devern ser aplicades em locass diferentes.

“ Para paciente imunodeprimida, desnutrido grave ou idoso, além do reforgo com a vaoina, estd tambem indicada IGHAT ou SAT.

* ¢ o profissional que presta o atendimento suspeita que os cuidados posteriores com o ferimento nao serdo adequadas, deve considerar a indicagio de
Imunizagac passva com SAT ou IGHAT. Quando indicado o uso de wadina e SAT ou IGHAT, concomitanternente, devem ser aplcados em locais diferentes.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2019)

Em vista das limitag6es na utilizacdo dos soros, a biotecnologia pode prover
alternativas terapéuticas mais seguras e precisas para serem utilizadas no caso de
acidentes. Nos casos como o tétano, que requerem uma imunizacdo passiva, a
tendéncia atual é buscar tecnologias que possibilitem a utilizacdo de anticorpos
monoclonais (mAbs) humanos, que oferecem risco de imunogenicidade baixa ou nula
e sua producdo permite a padronizacdo entre os lotes, além da pureza, alta

especificidade e caracterizacdo da afinidade de ligagdo ao antigeno.

1.5 LINFOCITOS B

Linfocitos B sao células de origem linfoide que, juntamente com os linfocitos T,
sdo responsaveis pela imunidade adaptativa, gerando uma resposta especifica ao
antigeno e dando origem a memoria imunolégica (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL,
2013). Os linfécitos B sdo as unicas células capazes de produzir anticorpos.

A maturacao do linfécito B ocorre principalmente na medula 6ssea. O estagio
inicial do linfécito B € a célula pr6-B que ja expressa moléculas de superficies

caracteristicas do linfocito B, como CD19 e CD10, mas néo produzem Imunoglobulina
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(Ig). Ocorre uma recombinagcdo génica do locus génico da cadeia pesada (IgH),
aproximando um gene D a um gene J e posteriormente um gene V ao DJ, que origina
uma proteina Igu, passando a ser chamada célula pré-B (HERZOG; RETH; JUMAA,
2009). Nessas células, a cadeia pesada U se associa as proteinas chamadas de
substitutos de cadeia leve e as proteinas de transdugao de sinal Iga e Ig e formam o
pré-receptor de antigenos, chamado receptor da célula pré-B (pré-BCR). Esse
receptor inibe o rearranjo do locus génico da cadeia pesada no outro cromossomo
(excluséo alélica), evitando a producédo de mais de um tipo de receptor por célula e
garantindo a especificidade clonal. Caso o rearranjo ndo seja produtivo, o rearranjo
pode ocorrer no alelo do outro cromossomo.

No préximo estagio, ocorre rearranjo dos genes da cadeia leve, aproximando
um segmento de gene V a um segmento de gene J, produzindo uma cadeia K que ira
se associar a cadeia pesada para formar uma IgM completa. A célula passa a ser
chamada de célula B imatura. Essas IgM sdo expressas na superficie celular
associadas a Iga e IgB, formando um receptor especifico para antigenos
(MELCHERS, 2015). As células sdo testadas no reconhecimento de antigenos
préprios, o qual pode resultar em edicao do receptor, rearranjo de nova cadeia leve k
ou cadeia leve A, ou morte celular, mecanismo chamado de selegido negativa.

As células B imaturas deixam a medula Ossea, completando seu
amadurecimento no bago. Ocorre a co-expressdo de IgM e IgD de mesma
especificidade ao antigeno. Essas células adquirem competéncia funcional e séo
chamadas de células B maduras e circulam entre os 6rgaos periféricos.

A ativacdo das células B maduras, através da ligacdo a antigenos exibidos por
células apresentadoras de antigenos, leva a diferenciacdo dessas células em
plasmacitos, produtores de anticorpos, e de linfécitos B de memoria.

1.6 ANTICORPOS

Os anticorpos sao moléculas circulantes no sangue periférico, secretadas por
linfécitos B estimulados, e que contém regido de reconhecimento ao antigeno igual a
do receptor de membrana BCR (B-cell receptor) (CALAME, 2001). Sao capazes de se
ligar a antigenos com alta afinidade e especificidade, desempenhando papel
importante como principais mediadores da imunidade humoral (BURTON, 1990).
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Os anticorpos participam da neutralizacdo de patdégenos e do recrutamento de
moléculas ou células citotdxicas, por opsonizacado, fixacdo do complementou ou
ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), entre outras funcdes (DAVIES,;
METZGER, 1983; BURTON, 1990; KANEKO; NIWA, 2011).

Estruturalmente, os anticorpos sdo formados por 4 cadeias polipeptidicas: 2
cadeias pesadas idénticas e 2 leves também idénticas (Figura 3). Cada cadeia pesada
é ligada a uma leve por uma ponte dissulfeto (PORTER, 1973). As cadeias s&o
compostas por dominios denominados varidveis e constantes. As cadeias leves
possuem um dominio variavel (VL) e um constante (C.). J& as cadeias pesadas,
possuem um dominio variavel (Vu) e 3 ou 4 constantes (Cul, Cn2, CH3 e/ou Ch4)
(AMZEL; POLJAK, 1979; SCHROEDER; CAVACINI, 2010). A regido constante da
cadeia leve pode ser tipo kappa ou lambda. E a regido constante da pesada pode ser
a, M, Y, 0 e g, determinando o isotipo da cadeia pesada. A classificagao do isotipo da
cadeia pesada, por sua vez, determina a classe do anticorpo, podendo ser IgA, IgM,
lgG, 1gD ou IgE (AMZEL; POLJAK, 1979).

Os anticorpos séo divididos em duas regides, Fab (Fragment antigen-binding)
e Fc (Fragment crystallizable), responsaveis pela ligacdo ao antigeno e pela funcao
efetora do anticorpo, respectivamente. Cada regido variavel (Vu e VL) possui 3 regides
hipervariaveis, as quais, arranjadas em sua estrutura tridimensional, formam uma
superficie de ligacdo ao antigeno, e assim, sdo denominadas regides determinantes
de complementariedade (Complementarity Determining Regions - CDRs). A diferenga
nessas regides determina as diferencas de especificidade de cada molécula de
anticorpo (WU; KABAT, 1970; KABAT; WU, 1971; KEHOE; CAPRA, 1971; PADLAN,
1994).
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Figura 3. Estrutura do anticorpo.

Estrutura dos anticorpos. Em azul escuro, esta representada a cadeia pesada (H) do anticorpo e em
azul claro, a cadeia leve (L). As cadeias sdo constituidas por regides variaveis (V1 ou VL) e regibes
constantes (Cx ou CL). O anticorpo é divido em duas partes: uma regido de ligacdo antigeno Fab
(Fragment antigen binding) e uma regido efetora Fc (Fragment crystallizable). No destaque da regido
Fv (Fragment variable), as CDRs (Complementarity Determining Regions) da cadeia pesada estdo em
amarelo e as da cadeia leve em vermelho. Fonte: ALMAGRO et al. (2017)

1.7 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Anticorpos monoclonais sdo originados por um Unico plasmoécito e sua
producéo foi possivel devido a técnica de producdo de hibridomas, que consiste na
fuséo de células B com células de mieloma murino, em um processo de imortalizacéo
(KOHLER; MILSTEIN, 1976). Esse processo garante especificidade e afinidade
definidas. Por isso, 0os anticorpos monoclonais tém grande importancia nas areas de
tratamento e diagnoéstico de doencas (HANSEL et al., 2010; WEINER, 2015).

Os hibridomas produzem anticorpos monoclonais de natureza murina, portanto
heter6logos para os humanos, e podem levar ao desenvolvimento de anticorpos
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humanos antimurinos (HAMA - human anti-mouse antibodies) (LEVY; MILLER, 1983;
TJANDRA; RAMADI; MCKENZIE, 1990).

A fim de diminuir a imunogenicidade, estabeleceu-se a producdo de anticorpos
quiméricos, que possuem regides varidveis murinas e constantes humanas
(MORRISON et al., 1984). Posteriormente, a evolucdo da tecnologia permitiu a
producédo de anticorpos humanizados através da insercdo de CDRs de um anticorpo
murino nas regides variaveis de um anticorpo humano (JONES et al., 1986;
STUDNICKA et al., 1994). Porém, essa técnica pode causar perda de afinidade ao
antigeno, por gerar mudancas estruturais no arcabouco das regibes variaveis
(RIECHMANN et al., 1988).

1.7.1 ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS

Visando uma maior seguranca no uso terapéutico dos mAbs, iniciou-se uma
busca por tecnologias que permitam a obtencdo de mAb humanos. A técnica de phage
display foi a primeira descoberta. Ela consiste na incorporacéo de genes das regioes
variaveis dos anticorpos em bacteridfagos filamentosos, constituindo uma biblioteca.
A partir da selecéo, baseada na ligacdo com antigeno de interesse, esses genes sao
clonados em vetores para a expressao do anticorpo. A técnica permite a construcao
de biblioteca naive, a partir pacientes imunizados ou pela construcdo sintética de
sequencias aleatérias de CDRs. Bibliotecas naive e imunizadas, por serem derivadas
de células B humanas, oferecem menor risco de imunogenicidade. As bibliotecas de
doadores imunizados possuem a vantagem de obtencdo de anticorpos que ja
passaram por maturacdo de afinidade e por isso sdo mais especificos, mas a sua
desvantagem é a necessidade de montar uma biblioteca para cada fim terapéutico
(LU et al., 2020).

Uma segunda técnica € a utilizacdo de camundongos transgénicos. Esses
animais tém seus genes de IgH e IgL substituidos, por recombinacdo homadloga, por
genes de IgH e IgL humanos. Dessa forma, quando imunizados, os camundongos séo
capazes de produzir anticorpos humanos. O custo de manutengdo de animais
transgénicos é muito alto e a produtividade é baixa. Ademais, ndo colabora com a
tendéncia de diminuicdo do uso de animais (CHESTER; HAWKINS, 1995; REICHERT
et al., 2005).
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Outra metodologia, desenvolvida por um grupo de pesquisa da Universidade
Rockefeller (Nova York, EUA), permite a obtencdo de anticorpos monoclonais
humanos a partir de linfocitos B (TILLER et al., 2008). A técnica consiste no isolamento
de células B especificas por single cell sorting. Apés a lise da célula, o cDNA é obtido
e 0s genes dos dominios variaveis das imunoglobulinas sdo amplificados por PCR
(Polimerase chain reaction). Esses fragmentos sao clonados em vetores de expressao
que conttm o gene da regido constante humana. Os vetores clonados sé&o
transfectados em célula animal para a expressdo dos anticorpos monoclonais
recombinantes. Essa técnica vem sendo utilizadas para producéo de anticorpos anti-
HIV (SCHEID et al., 2009; MOUQUET et al., 2010; SCHEID et al., 2011) e anti-ZKV
(ROBBIANI et al., 2017), entre outros. Por serem obtidos a partir de células B humanas
selecionadas, os mAbs sdo humanos e ja passaram pelo processo de tolerancia, o
qgue diminui a imunogenicidade, tornando-os mais seguros. Além disso, por serem
naturalmente gerados em resposta a um antigeno, ja passaram pelo processo de

maturacdo de afinidade e especificidade de ligagédo ao antigeno.

1.7.2 ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS ANTITETANICOS

Visando uma maior seguranca e eficacia no tratamento profilatico em casos de
acidentes com risco de infeccao pelo agente C. tetani, a possibilidade de utilizacédo de
anticorpos monoclonais humanos antitetanicos vem ganhando destaque. Nosso grupo
obteve anticorpos monoclonais humanos antitetanicos, através da tecnologia de
clonagem e expressao de genes de imunoglobulinas a partir de célula B humana
descrita acima. Os anticorpos foram obtidos a partir de plasmablastos ou células B de
memo©ria isolados do sangue periférico de doadores voluntarios adultos, que possuiam
alto titulo de anticorpos antitetanicos ou que tomaram o refor¢co da vacina. Para a
obtencdo dessas células foi utilizada a TeNT ao invés do TT de forma a garantir a
selecéo de anticorpos que se liguem a TeNT natural. Ja foi demonstrado que alguns
dos mAbs produzidos pelas células de hibridoma obtidas ap6s a imunizacdo com o
toxdide podem nado se ligar a TeNT, apenas ao TT (SHEPPARD; CUSSELL;
HUGHES, 1984; VOLK et al., 1984). Além disso, a utilizacdo de TeNT possibilita a
obtencdo de um repertério mais amplo de mAbs, que se ligam a qualquer regido da
toxina, ndo alterada pelo formaldeido utilizado para detoxificar a TeNT. Parte dos

anticorpos gerados pelo grupo foi capaz de reconhecer tanto a TeNT quantoo TT e a
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combinacdao oligoclonal de trés anticorpos foi capaz de neutralizar a TeNT em estudos
in vivo (ALIPRANDINI et al., 2019). Esses resultados sdo promissores para o
desenvolvimento da producgéo de anticorpos humanos antitetanicos para possivel uso
na clinica. Porém, restaram muitas células B isoladas com potencialidades variadas
de ligacéo e afinidade pela TeNT, além do que existia a necessidade de se avaliar
mais profundamente a capacidade neutralizante de anticorpos ja avaliados e de novos
gue foram expressos neste trabalho.

Até o momento, h4 apenas outras duas publicagbes com anticorpos
monoclonais humanos antitetanicos. Um grupo utilizou a mesma tecnologia utilizada
nesse trabalho e obteve anticorpos monoclonais e seus fragmentos Fabs
neutralizantes (ANDREANO et al., 2021). A segunda obteve anticorpos monoclonais
através do isolamento de PBMC e imortalizacdo dos linfocitos B (MINAMITANI et al.,
2021).
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2 OBJETIVOS

- Avaliacao da variedade de anticorpos monoclonais humanos antitetanicos a
partir de linfécitos B produtores de anticorpos antitetanicos, do ponto de vista de

potencial terapéutico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter variedade de anticorpos monoclonais humanos antitetanicos a partir de
linfécitos B produtores de anticorpos antitetanicos;

- Avaliar a especificidade e a afinidade da ligacado dos anticorpos monoclonais
humanos antitetanicos a toxina tetanica e/ou suas fracoes.

- Avaliar a inibicdo in vitro da ligacdo da toxina tetanica ao gangliosidio GT1b
pelos anticorpos monoclonais humanos antitetanicos.

- Avaliar a farmacocinética dos anticorpos monoclonais humanos antitetanicos;

- Avaliar a neutralizacdo in vivo da toxina pelos anticorpos monoclonais
humanos antitetanicos.

- Avaliar os anticorpos do ponto de vista fisico-quimico, visando futuro uso em

ensaio clinico.
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3 MATERIAL E METODOS

O material e os métodos utilizados nesse trabalho estao detalhados nos itens

a sequir.

3.1 PREPARO DE BACTERIAS QUIMIOCOMPETENTES UTILIZADAS NAS
TRANSFORMAGCOES

Nas etapas de transformacao (ltens 3.2.1, 3.3.1.7 e 3.3.2.3) foram utilizadas
bactérias Escherichia coli quimiocompetentes DH5a ou TOP10 (Invitrogen, EUA). O
preparo das bactérias foi realizado pelo plagueamento de uma aliquota de bactéria
em meio LB/Agar (Triptona 10g/L, Extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, Agar 1,5%)
e incubacgéo a 37°C por 16-18 horas. Uma coldnia foi inoculada em 10mL de meio LB
e a cultura foi mantida a 37°C, 200rpm por 16-18 horas. O volume de 0,4mL dessa
suspensao foi inoculado em 200mL de meio LB, com 40mM de Glicose e 10mM de
MgCl2 e mantido a 37°, 200rpm até Abssco atingir 0,8-0,9. A cultura foi, entéo,
subdividida e mantida em gelo por 20 minutos. Apoés, foi centrifugada a 2500g a 4°C
por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas em
50mL de MgClz 0,1M estéril e gelado e incubadas em gelo por 20 minutos. Repetiu-
se 0 processo de centrifugacdo e o sedimento foi ressuspenso em 25mL de CaCl2
0,1M estéril e gelado e mantido em gelo por 20 minutos. A suspensao foi novamente
centrifugada e o sedimento foi ressuspenso em solucdo com 2,4mL de CaClz 0,1M
estéril e gelado e 0,6mL de Glicerol. A suspensao foi aliquotada em microtubos em
banho de gelo/etanol e armazenada a -80°C até sua utilizacdo. A eficiéncia de

transformacao foi determinada usando um plasmideo controle.

3.2 TOXINAS TETANICAS UTILIZADAS

Foram utilizadas TeNTs de 3 origens diferentes. A primeira, denominada
TeNT(BUT) foi gentilmente cedida pelo Setor de Vacinas Anaerdbias do Instituto
Butantan e é resultante do cultivo do microrganismo Clostridium tetani. A TeNT(RY) é
uma toxina recombinante expressa no laboratério a partir do vetor pET28a/TeNT
R372A/Y375F, gentiimente cedido pelo Dr Stenmark (Stockholm University). A

proteina expressa — TeNT(RY) - apresenta uma His6 na por¢éo N terminal e € atdxica
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devido a duas mutacdes pontuais (R372A e Y375F) (ROSSETTO et al., 2001; BLUM
et al., 2014). A terceira TeNT, denominada TeNT comercial foi comprada da empresa
List Biologicals Laboratories, EUA, e também é produzida através do cultivo
bacteriano.

3.2.1 PROPAGACAO DO VETOR PET28A/TENT R372A/Y375F

O vetor pET28a/TeNT R372A/Y375F codifica para expressdao da Toxina
Tetanica recombinante atoxica. A sequéncia do vetor foi confirmada por
sequenciamento de DNA. Foram adicionados 2ng de vetor (2ng/uL) a 10uL da
suspensao de bactérias E. coli DH5a quimiocompetentes e a mistura foi incubada em
gelo por 30 minutos, 42°C por 45 segundos e novamente em gelo por 5 minutos.
Foram adicionados 100uL de meio SOC (Triptona 20g/L, Extrato de levedura 5g/L,
NaCl 500mg/L, KCI 2,5mM, MgCl2 10mM e Glicose 20mM) a suspenséao e incubou-se
a 37°C, com agitacao de 180rpm por 1 hora. Apés esse periodo, a suspensao foi
inoculada em uma placa de LB/Agar com canamicina 50pg/mL e incubada a 37°C por
16-18 horas. A col6nia foi inoculada em 4mL de meio TB (Triptona 12g/L, Extrato de
levedura 24g/L, Glicerol 4mL/L, KH2PO4 17mM, KHPO4 72mM) com canamicina
50ug/mL e incubada a 37°C, 200rpm por 16-18 horas. O vetor recombinante foi isolado
utilizando o kit Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega,EUA), segundo
recomendacdo do fabricante. A concentracdo foi determinada através da leitura da

absorbéancia a 260/280nm por espectrofotdmetro.

3.2.2 EXPRESSAO DA TOXINA TETANICA ATOXICA

Uma suspensao de bactérias E. coli foi transformada com o vetor e plaqueada
em placa LB/Agar com canamicina 50pg/mL. A placa foi incubada a 37°C por 16-18
horas. Uma colbnia isolada foi inoculada em meio TB com canamicina. Esse preé-
in6culo foi mantido a 37°C, 200rpm pelos tempos especificados na Tabela 2. Um
volume de pré-inéculo foi inoculado em um reator com 1000 mL de meio TB com
canamicina 50ug/mL para Abssoo 0,1 e mantido a 37°C até Abseoo desejada. Foi
adicionado IPTG 1mM e a cultura nas diversas condi¢cdes detalhadas na Tabela 2 para
a expressdo da TeNT. O sedimento do cultivo foi obtido, ressuspendido em tampéao
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HEPES 50mM, NaCl 200mM, Imidazol 40mM e lisado por sonicacdo. Apos a

centrifugacéo, o sobrenadante da lise foi purificado.

Tabela 2. Condi¢cOes para expresséo da toxina tetanica recombinante

Bactéria Pré in6culo (h) Abseoo Rgtpar%?c’ El?)rrnepsi?czu(‘r’?:) Condicao
BL21 pLysS 16 - 18 0,6 200 16 Erlenmeyer
BL21 pLysS 16 -18 0,6 200 37 Erlenmeyer

BL21 DE3 16 — 18 0,6 200 16 Erlenmeyer
BL21 DE3 16 - 18 0,6 200 37 Erlenmeyer
BL21 DE3 16 — 18 0,8 200 16 Erlenmeyer
BL21 DE3 16 - 18 0,8 400 16 Erlenmeyer
BL21 DE3 6 0,6 200 16 Erlenmeyer
BL21 DE3 6 0,6 200 37 Erlenmeyer
BL21 DE3 16 - 18 0,8 700 16 Reator
BL21 DE3 16 -18 1,0 700 16 Reator
BL21 DE3 16 — 18 2,0 700 16 Reator

3.2.3 PURIFICACAO DA TOXINA TETANICA ATOXICA

A purificacao foi realizada por cromatografia de afinidade com coluna HisTrap
(Cytiva, EUA). O sobrenadante do lisado foi aplicado na coluna em tampao HEPES
50mM, NaCl 200mM e Imidazol 40mM. A eluicdo da TeNT foi realizada com tampéao
HEPES 50mM, NaCl 200mM e Imidazol 500mM. A anélise da purificacéo foi realizada
por SDS-PAGE. A fragdo contendo a toxina expressa foi submetida & coluna de troca
ibnica Q-sepharose. A amostra foi aplicada em tampao Fosfato de Sédio 20mM pH7,5
com fluxo de 1,0mL/min. Os tampdes utilizados para eluicbes foram tampao Fosfato
de Sédio 20mM NaCl 200mM pH7,5 (eluicdo 1) e tampéo Fosfato de Sodio 20mM
NaCl 400mM pH7,5 (eluicdo 2). A regeneracéo foi realizada com tampéao Fosfato de
Saédio 20mM NacCl 1M pH7,5. Por ultimo, a amostra contendo a toxina expressa foi
analisada por cromatografia de exclusao por tamanho (SEC-HPLC) em coluna TSK
gel G3000 SWxL (Tosoh Bioscience, Alemanha).
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3.2.4 TROCA DE VETOR pET28A PARA pAE

Foi realizada digestdo dos vetores pET28a/TeNT R372A/Y375F e pAE
(RAMOS et al.,, 2004) com a finalidade de inserir a regido codificadora da toxina
atoxica TeNT(RY) no vetor pAE. A digestdo foi realizada com 20ug do vetor dos
vetores, 15uL do tampédo CutSmart (NEB, EUA), 100U de cada enzima (Ndel e Xhol)
e agua ultrapura estéril g.s.p. 150pL, incubando a 37°C por 2 horas e a 65°C por 20
minutos. Os produtos da digestdao foram aplicados em gel de agarose 0,8% e
submetidos a eletroforese a 50V. As bandas correspondentes aos vetores digeridos
foram purificadas por kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega),
seguindo recomendacdes do fabricante. Foi realizada a ligacdo do fragmento que
codifica a TeNT(RY) ao vetores de expressao linearizados pAE. Para a ligagao, foram
adicionados a 90ng do fragmento, 20ng do vetor linearizado, 8uL do tampé&o da T4
DNA ligase (Invitrogen) e 1uL da T4 DNA ligase (Invitrogen), incubando a 23°C por 2
horas.

O vetor foi transformado em bactérias quimiocompetentes TOP-10 por choque
térmico. Para isso, foram utilizados 4,5uL do produto de ligacdo a 10uL da suspenséo
de bactérias. O microtubo foi mantido em gelo por 30 minutos e, posteriormente, foi
incubado a 42°C por 45 segundos e mantido novamente em gelo por 5 minutos. Foram
adicionados 100uL de meio SOC (triptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl
500mg/L, KCI 2,5mM, MgClI2 10mM e glucose 20mM) ao contetdo da transformacéo,
o qual foi incubado a 37°C por 1 hora, sob agitacdo de 180rpm. Em seguida, a
suspensao foi plaqueada em placa de LB agar com ampicilina 100ug/mL e as placas

foram mantidas a 37°C por 16-18 horas.

3.2.5 ANALISE DA PURIFICACAO DA TENT(RY) RECOMBINANTE POR SDS-
PAGE

A toxina recombinante TeNT(RY) foi submetida a eletroforese SDS apenas
para avaliacdo de sua expresséo. As amostras das etapas de expressao e purificacédo
da TeNT(RY) foram aplicadas sem diluicdo em tampdo de amostra com ou sem
agente redutor B-mercaptoetanol.

A TeNT comercial (List Biologicals Laboratories, INC) foi submetida a

eletroforese para verificar a integridade e pureza da toxina e de duas fracdes (cadeia
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leve e pesada). Foi aplicado 1ug de toxina por poco, diluido em tampao de amostras
com ou sem agente redutor. Dessa mesma maneira, foram realizadas as eletroforeses
dessa toxina para os ensaios de western blot.

Os géis de poliacrilamida utilizados foram de 10%. As amostras com agente
redutor foram previamente incubadas a 100°C por 5 minutos para reducédo. Foram
utilizados os marcadores de alto peso molecular HMW-SDS Marker (Cytiva) e de baixo
peso molecular LMW-SDS Marker (Cytiva). Em géis corados por nitrato de prata,
HMW foi diluido 1:30 e LMW foi o diluido 1:20. Em géis corados por azul de coomassie
0,2%, HMW foi aplicado puro e LMW foi o diluido 1:10. A Eletroforese foi realizada a
80V por 20 minutos e, apoés, a 120V.

3.3 OBTENCAO DOS MABS ANTITETANICOS

Os mAbs antitetanicos foram obtidos desde a identificacdo das sequencias
génicas presentes nas células B humanas até a geracdo de linhagens celulares
produzindo os anticorpos por transfeccéo estavel. As diversas etapas permitiram a
selecdo de genes das regides variaveis e a producao dos respectivos anticorpos

completos para a sua caracterizacao.

3.3.1 OBTENCAO DE mABS A PARTIR DE LINFOCITOS B

A figura 4 demonstra o fluxo experimental para a obtencdo de mAbs
antitetanicos a partir de linfocitos B previamente isolados. Resumidamente, foi obtido
o cDNA das células B de interesse que haviam sido isoladas (uma célula por poco)
anteriormente. A partir de nested PCR, os genes das regides variaveis das cadeias
pesada e leves (k e A) dos anticorpos foram amplificados. Os genes amplificados
foram sequenciados e analisados para determinacdo de grupos clonais (com mesma
classificacdo V(D)J das cadeias e mesma sequéncia de aminoacidos na regiao
CDR3). As sequéncias consideradas clonalmente relacionadas foram novamente
amplificadas com a utlizagdo de oligonucleotideos especificos. Esses
oligonucleotideos foram escolhidos de acordo com a classificacdo V(D)J das cadeias
e inseriam sitios de restricdo nas sequéncias para serem clonadas em vetores que ja
continham os genes das regides constantes das respectivas cadeias. Os vetores

montados foram purificados e sequenciados novamente para verificar a integridade
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das sequéncias. ApoOs a analise, foi realizada co-transfeccdo do par de vetores das
cadeias pesada e leve em células HEK (Human Embryonic Kidney) para a expressao
dos anticorpos. Foi obtido um painel de mAbs purificados utilizado em ensaios de
avaliacdo in vitro e in vivo. A metodologia utilizada nessa sec¢éo esta detalhada nos

itens a sequir.
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Figura 4. Fluxo experimental para obtencédo de mAbs a partir de célula B.

Obtencédo do cDNA

Amplificacdo dos genes das regides variaveis dos anticorpos

Sequenciamento dos genes das regides variaveis

Andlise das sequéncias

Amplificacdo das sequéncias com oligonucleotideos especificos

Clonagem dos fragmentos das regifes variaveis

Andlise das sequéncias clonadas

Isolamentos dos vetores das cadeias leve e pesada

Cotransfeccao transitoria dos vetores das cadeias leve e pesada

Expresséo dos anticorpos

Purificagéo dos anticorpos

Avaliacao fisico-quimica e biolégica dos anticorpos

3.3.1.1 LINFOCITOS B DE MEMORIA OU PLASMABLASTOS

A obtencéo de anticorpos se iniciou a partir de células B previamente separadas

em placas de 96 pocos, contendo uma unica célula B por poco (ALIPRANDINI, 2015).
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Essas células foram separadas por single cell sorting usando citémetro de fluxo BD
FACSAria Il (BD Biosciences, EUA) instalado no Instituto de HPV da Santa Casa de
Sao Paulo, por diferentes estratégias de marcagcdo para a separagdo das células,
sendo coletadas em pogos com 4uL de solugdo contendo PBS 0,5X gelado, DTT
10mM e RNAsIin® (Promega, EUA) 8U. Ap0s a separacao, as placas com as células
B (Tabela 3) foram mantidas em freezer -80°C no laboratério de Biofarmacos do

Instituto Butantan.

Tabela 3. Relacéo de células obtidas por single cell sorting.

N° de Células

Sorting Doador Coleta de Sangue Estratégia de Marcacéao obtidas
A I 6 dias ap0s vacinagéo Linfécitos B de Memdéria 59 (0,5 placa)
B I 6 dias ap0s vacinagéo Linfécitos B de Memdéria 44 (0,5 placa)
C I 6 dias apds vacinagéo Plasmablastos 184 (2 placas)
D 1 6 dias apds vacinagdo Plasmablastos 552 (6 placas)
E Il 14 dias apés vacinacao Linfécitos B de Memdéria 460 (5 placas)
F i 14 dias apés vacinacao Plasmablastos 92 (1 placa)
3.3.1.2 RT-PCR

Células B isoladas previamente em placa de 96 pocos por single cell sorting
através de diferentes estratégias de marcacdo encontravam-se congeladas a -80°C.
Cada placa continha 4 controles para as reacfes, dos quais 2 eram negativos,
contendo agua e o tampao utilizado no poco da placa de sorting; e dois positivos,
contendo RNA Hela (controle da transcri¢ao reversa) e 1000 linfocitos B (controle da
PCR). No descongelamento da placa, a cada pogo foram adicionados 0,5uL de
oligonucleotideos hexaméricos 300ng/pL, 0,5uL de Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich,
EUA) 10%, 6U de RNAsIin® e 3,5uL de agua ultrapura estéril. A placa foi incubada a
68°C por 60 segundos em termociclador Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf,
Alemanha). Posteriormente, foram adicionados 3L de tampao 5x da SuperScript® Il|
(Invitrogen), 12,5 nmol de cada dNTP (Invitrogen), 1uL de DTT 100mM (Invitrogen),
8U RNAsIn®, 50U da SuperScript® Il (Invitrogen) e agua ultrapura estéril q.s.p. 7uL.
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A placa foi incubada a 42°C por 5 minutos, 25°C por 10 minutos, 50°C por 60 minutos
e 94°C por 5 minutos. O volume da reacéao foi dividido em 4 placas, cada uma foi
utilizada para a amplificacdo de regifes variaveis de uma das cadeias (pesada, leve
K e leve A) e para o controle B-actina. As amplificagbes foram feitas com um protocolo
nested PCR, utilizando um oligonucleotideo 3’ 50uM e um oligonucleotideo 5’ 50uM
ou um mix de oligonucleotideos 5 50uM, diferentes para cada cadeia e para cada
etapa da reacdo (WARDEMANN; KOFER, 2013). A primeira reacao foi realizada com
o cDNA aliquotado nas placas e a segunda reacéo foi realizada a partir de 3,5uL do
produto da primeira reacao.

Para a primeira reacado da cadeia pesada vy, foram adicionados 4L de tampéo
10x da HotStarTag® DNA polymerase (Qiagen, Alemanha), 0,52uL do mix de
oligonucleotideos %’, 0,26 L do oligonucleotideo 3’, 2,9mM de MgCI2 (Qiagen), 250uM
de cada dNTP, 0,9U da enzima HotStarTag® DNA polimerase e agua ultrapura estéril
g.s.p. 37uL. Para a segunda reacgao, foram utilizados 4uL de tampéao da HotStarTaq®
DNA polimerase, 0,13uL do oligonucleotideo 5’, 0,13pL do oligonucleotideo 3’, 2,9mM
de MgCI2, 250uM de cada dNTP, 0,9U da enzima HotStarTaqg® DNA polimerase e
agua ultrapura estéril q.s.p. 36,5L.

Para as primeiras reacoes das cadeias leves kK € A e do controle 3-actina, foram
adicionados 4uL de tampdo da HotStarTag® DNA polimerase, 0,13uL do mix de
oligonucleotideos 5’, 0,13puL do oligonucleotideo 3’, 250uM de cada dNTP, 0,9U da
enzima HotStarTag® DNA polimerase e agua ultrapura estéril g.s.p. 37uL. E para as
segundas reacbes das cadeias leves k e A, foram adicionados 4uL de tampao da
HotStarTag® DNA polimerase, 0,13uL do oligonucleotideo 5 ou o mix de
oligonucleotideos 5’, 0,13puL do oligonucleotideo 3’, 250uM de cada dNTP, 0,9U da
enzima HotStarTag® DNA polimerase e agua ultrapura estéril q.s.p. 36,5uL.

As primeiras reag0es foram realizadas a 95°C por 5 minutos, seguido de 50
ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C (para Igy, Igk e B-actina) ou 60°C (para IgA) por
30 segundos e 72°C por 55 segundos e 72°C por 10 minutos. Ja as segundas reacdes
foram a 95°C por 5 minutos, seguido de 50 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C
(para Igy, Igk e B-actina) ou 60°C (para IgA) por 30 segundos e 72°C por 45 segundos
e 72°C por 10 minutos.

Apoés a segunda reacdo de PCR, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose 2% para confirmar a amplificacdo. Os géis foram analisados por

fotodocumentador Gel Logic 112 (Carestream).
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3.3.1.3 SEQUENCIAMENTO

Foram sequenciadas as amostras da segunda PCR e as amostras da PCR de
colonias. Para os sequenciamentos, as amostras foram previamente purificadas com
lllustra ExoProStar 1-Step (Cytiva), conforme orientacdo do fabricante. Foram
utilizados, para 200ng de DNA, 3uL de tampé&o do BigDye v3.1 (Applied Biosystems,
EUA), 3uL do BigDye V3.1, 3uL do oligonucleotideo 3,2pmol/uL e agua ultrapura
estéril g.s.p. 15uL. As reag6es ocorreram a 96°C por 1 minuto e em seguida por 35
ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.
Posteriormente, as amostras foram precipitadas com etanol e EDTA, conforme
orientacdo do fabricante, e sequenciadas em ABI PRISM® 3130XL GeneticAnalyzer
(Hitachi, Jap&o).

Para o sequenciamento dos produtos da segunda PCR das cadeias y e K, foram
utilizados os mesmos oligonucleotideos 3’ da reagao nested e para a cadeia A utilizou-
se um oligonucleotideo especifico (WARDEMANN; KOFER, 2013). A andlise da
sequéncia obtida no RT-PCR foi realizada com o auxilio da ferramenta IgBlast, que
fornece a classificacdo dos segmentos V(D)J, o niumero e localizacdo das mutacdes
somaticas, além da sequéncia de residuos de aminoacidos do CDR3. As sequéncias
com a mesma classificacdo V(D)J e com a sequéncia de CDR3 semelhantes, pelo
sistema KABAT (KABAT et al., 1991), foram consideradas clonalmente relacionadas.

Para o sequenciamento das amostras da PCR colOnias positivas, foi utilizado o
oligonucleotideo 5’ que anela na regiao lider do vetor \ WARDEMANN; KOFER, 2013).
A andlise comparativa para determinar qual a colénia com sequéncia variavel idéntica
a do produto da segunda PCR foi realizada com a ferramenta de alinhamento de
sequéncias BLAST (bl2seq Align Sequence Nucleotide - BLAST).

3.3.1.4 PCR ESPECIFICA

As amostras consideradas clonalmente relacionadas foram novamente
amplificadas. Para a reacéo, denominada PCR especifica, foram adicionados a 4,2uL
do produto da primeira PCR, 4uL de tamp&o 10x da HotStarTaqg® DNA polimerase,
250uM de cada dNTP, 0,9U da enzima HotStarTag® DNA polimerase, agua ultrapura
estéril qg.s.p. 31,8uL, 2uL do oligonucleotideos 5 especifico 5uM e 2uL do
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oligonucleotideo 3’ especifico 5uM. A amplificagcao foi confirmada por eletroforese em

gel de agarose.

3.3.1.5 VETORES

Os vetores utilizados na transfeccao transitoria foram gentilmente cedidos pela
Dra. Hedda Wardemann, do Instituto Max Plank, Heidelberg, Alemanha. Esses
vetores contém sequéncia que codifica a regido constante das cadeias de
imunoglobulina humana (y1, Kk ou A). O sitio de clonagem, onde sera inserido a

sequéncia codificadora da cadeia variavel, fica a montante dessa regiao (Figura 5).

Figura 5. Vetores de Expressao das cadeias pesada gama, leves kappa e lambda.

Sall BsiwI Xhol
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3.3.1.6 DIGESTAO

Os vetores de expressdo das cadeias pesada gama, leves kappa e lamba
dosados foram submetidos a digestdo com enzimas de restricdo para serem
linearizados. Foram realizadas digestdes sequenciais com cada enzima, utilizando
2U/ug de DNA para as enzimas Agel-HF e BsiWI (NEB) e 10U/ug para Sall-HF e Xhol
(NEB). A primeira digestéo foi realizada com Agel-HF para todos os vetores e a
segunda digestéo foi realizada com Sall-HF, BsiWI e Xhol para os vetores plgy, plgk
e plgA, respectivamente. A digestao procedeu por 4 horas a 37°C para Agel-HF, Sall
e Xhol e a 55°C para BsiWI.

Os fragmentos purificados obtidos na reacdo de PCR especifica foram
digeridos por enzimas de restricdo, cujos sitios de restricao foram inseridos a partir da
utilizag&o dos oligonucleotideos especificos. As enzimas utilizadas para a digestao da
cadeia pesada foram Agel-HF e Sall-HF; da cadeia leve k, Agel-HF e BsiWI; e da
cadeia leve A Agel-HF e Xhol (NEB). A digestao das cadeias y e A foram realizadas a
partir de 31,5uL do produto de PCR purificado, 4uL do NEBuffer 4 10x (NEB), 4uL de
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BSA 100x (NEB), 1U de cada enzima e agua ultrapura estéril q.s.p. 40puL, incubando
a 37°C por 2 horas e a 65°C por 20 minutos. A digestao da cadeia k foi realizada em
duas etapas, primeiramente com a enzima Agel-HF a 37°C por 2 horas e a 65°C por
20 minutos e posteriormente com a enzima BsiWI (1U da enzima, 0,2uL do NEBuffer
1 10x e agua ultrapura estéril 2uL) a 55°C por 2 horas e a 80°C por 20 minutos.

As amostras de PCR foram purificadas antes e apos a digestdo com Kit
QIAquick® 96 PCR Purification (Qiagen), de acordo com a especificagcdo do
fabricante. J4 os vetores linearizados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP system.

3.3.1.7 LIGACAO E TRANSFORMACAO

Os produtos de PCR digeridos e purificados foram submetidos a ligacdo com
0s vetores de expressao linearizados, que codificam para a regido constante de uma
das cadeias de imunoglobulina humana. Para a ligacao, foram adicionados a 8uL do
produto digerido, 0,5uL do vetor linearizado 50ng/pL, 1uL do tampéao da T4 DNA ligase
(Invitrogen) e 200U da T4 DNA ligase (Invitrogen), e incubou-se a 23°C por 2 horas.

Os vetores foram transformados em bactérias quimiocompetentes E. coli DH5a
por choque térmico. Para isso, foram utilizados 4,5uL do produto de ligacdo a 10uL
da suspensdo de bactérias. O microtubo foi mantido em gelo por 30 minutos e,
posteriormente, foi incubado a 42°C por 45 segundos e mantido novamente em gelo
por 5 minutos. Foram adicionados 100uL de meio SOC (Triptona 20g/L, Extrato de
levedura 5¢g/L, NaCl 500mg/L, KCI 2,5mM, MgClz 10mM e Glicose 20mM) ao contetdo
da transformacéo, o qual foi incubado a 37°C por 1 hora, sob agitacéo de 180rpm. Em
seguida, a suspenséo foi plaqueada em placa de LB Agar com ampicilina e as placas

foram mantidas a 37°C por 16-18 horas.

3.3.1.8 PCR DE COLONIAS

Para a PCR das colbnias, trés colonias transformadas de cada placa (Item
3.3.1.7) foram escolhidas aleatoriamente para a verificagdo da presenca do inserto,
utilizando-se oligonucleotideos que anelam na regido lider e na regido constante da
respectiva cadeia de imunoglobulina (WARDEMANN; KOFER, 2013). Em cada poco
de uma placa de PCR, foram adicionados 125uM de cada dNTP, 400nM do
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oligonucleotideo 5’, 400nM do oligonucleotideo 3’, 1,5mM de MgClz e 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura estéril g.s.p. 25uL. As colbnias escolhidas
foram transferidas a outra placa de LB &gar com Ampicilina 100ug/mL e
posteriormente, adicionada a soluc¢édo contida nos pogos. A reacao ocorreu a 94°C por
5 minutos, seguido de 27 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e
72°C por 60 segundos e, por fim, 72°C por 10 minutos. A placa com as colonias
transferidas foi incubada a 37°C por 16-18 horas. A amplificacao foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 2% corados com SyBR Safe (Invitrogen).

3.3.1.9 ISOLAMENTO DOS VETORES RECOMBINANTES

As colonias selecionadas na etapa de comparagdo das sequéncias foram
inoculadas em 4mL de meio TB com Ampicilina 75ug/mL e incubadas a 37°C, 200rpm
por 16-18 horas. Apds a incubacéo, o volume do indculo foi dividido em 2 aliquotas e
submetido a centrifugacao 4000g por 10 minutos. Os pellets foram utilizados para
obtencdo do vetor purificado com o uso do kit Wizard® Plus SV Miniprep DNA
Purification, conforme orientacédo do fabricante. Uma aliquota do vetor purificado foi

diluida 1:50 para a dosagem em espectrofotbmetro a 260/280nm.

3.3.1.10 TRANSFECCAO TRANSITORIA

Foi realizada cotransfeccao transitoria dos vetores de cadeia leve e pesada
correspondentes de cada amostra em células HEK (Human Embryonic Kidney)
FreeStyle™ 293-F (Invitrogen) cultivadas em meio FreeStyle™ 293F (Invitrogen). As
células foram mantidas a 37°C, 8% de CO2 e a 120rpm. Para a transfeccao, foi
utilizado 30mL de suspensdo com concentracdo entre 0,9 e 1,1x10%células/mL. A
solugcéao de DNA foi preparada com 15ug de cada vetor (cadeia leve e pesada), 103uL
de solugéo de Polietilenimina — PEI (Sigma-Aldrich) a 0,45mg/mL e PBS g.s.p. 1,5mL.
Os vetores foram adicionados ao PBS 1x e a solucao foi incubada por 5 minutos,
guando foi adicionado o PEI e agitou-se em vortex por 15 segundos. A solucéo foi
incubada por 10 minutos, protegida de luz. Por fim, a solugéo foi gotejada sobre a

suspensao de células e o cultivo foi mantido por 72 horas para a expressao dos mAbs.
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3.3.20BTENCAO DE LINHAGEM PERMANENTE PARA EXPRESSAO E
CARACTERIZACAO DOS mABS

A figura 6 demonstra o fluxo experimental para a obtencdo de linhagem
permanente para expressao e caracterizacdo dos mAbs. A metodologia esta descrita
detalhadamente nos proximos itens. Resumidamente, foram sintetizados, pela
GeneArt, vetores que contém sequéncias codificadoras das regides constantes das
cadeias pesada gama 1 e leve Kappa humanas. Foram realizadas diversas etapas de
digestdo e ligacdo para montarmos sequéncias completas, contendo a regido
constante das cadeias pesada e leve e as respectivas regides variaveis. Esses vetores
foram submetidos novamente a etapas de digestao e para a montagem de um vetor
de expressdo Freedom™ pCHO 1.0 (Invitrogen) contendo as sequéncias tanto da
cadeia leve quanto da cadeia pesada dos mAbs. Com os vetores completos, células

CHO-S (Invitrogen) foram transfectadas para a expressao e avaliacdo dos anticorpos.
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Figura 6. Fluxo experimental para obtencdo de linhagem permanente de expressao
dos mADbs.

Sequéncia da regido variavel

Clonagem no vetor com regido constante
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Isolamento do vetor

Transfeccédo estavel em CHO

Selecédo de populacao estavel mista

Expressado dos anticorpos

Purificagdo dos anticorpos

Avaliacao fisico-quimica e biolégica dos anticorpos

3.3.2.1 CONSTRUCAO DOS VETORES

Para a obtencéo de linhagem permanente, foram sintetizados, pela GeneAtrt,

vetores que contém sequéncias codificadoras das regides constantes das cadeias
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pesada gama 1 e leve kappa humanas (Figura 7A). Também foi encomendada a
sintese das regides variaveis das cadeias pesada e leve de dois mAbs, BUT-TT-117-
08 e BUT-TT-120-10, com otimizacdo de cédons (Figura 7B).

Figura 7. Vetores sintetizados pela GeneArt.
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(A) Vetores de transporte contendo as sequéncias das regifes constantes das cadeias pesada gama
1 e leve kappa humanas e os sitios de restricdo para clonagem. (B) Vetores com as sequéncias das
regibes variaveis das cadeias pesada e leve.

3.3.2.2 DIGESTAO

Para a montagem dos vetores para obtencéo de linhagem permanente, foram
realizadas digestfes sequéncias com Agel-HF e Sall-HF (cadeias pesadas) e Agel-
HF e BsiWI (cadeias leves) para o preparo dos insertos (regibes variaveis) e para a
abertura do vetor de transporte contendo as regides constantes. Digestdes com Avrll
e Bstz171 (NEB) foram realizadas para o preparo dos inserto com as cadeias
completas pesadas e para a abertura do pCHO para a ligacdo dessas cadeias.
Digestdes com EcoRV e Pacl (NEB) foram realizadas para o preparo dos insertos com
as cadeias completas leves e para a abertura do pCHO. As digestdes foram realizadas
por 4 horas a 37°C para Agel-HF, Sall-HF, Avrll, BstZ171, EcoRV e Pacl e a 55°C para
BsiWI. Os vetores foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% para
verificar a digestéao e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP

system.
3.3.2.3 LIGACAO E TRANSFORMACAO
Para a montagem dos vetores pCHO, a ligacéo foi realizada com 25ng dos

insertos, 75ng dos vetores linearizados purificados e 1uL da T4 DNA ligase. As

reacoes foram incubadas a 23°C por 1 hora, com excecédo da ligacdo da cadeia
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pesada no sitio do pCHO (entre os sitios das enzimas Avrll e BstZ171) que foi incubada
a 14°C por 16 horas.

A etapa de transformacéo foi realizada com bactérias competentes One Shot™
TOP10 Chemically Competent (Invitrogen) por choque térmico. Para isso, foram
utilizados 4uL do produto de ligacdo a 20uL da suspensédo de bactérias. O microtubo
foi mantido em gelo por 5 minutos e, posteriormente, foi incubado a 42°C por 45
segundos e mantido novamente em gelo por 2 minutos. Foram adicionados 100uL de
meio SOC (triptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 500mg/L, KCI 2,5mM, MgCI2
10mM e glucose 20mM) ao conteudo da transformacao, o qual foi incubado a 37°C
por 1 hora, sob agitacdo de 180rpm. Em seguida, a suspenséo foi plaqueada em placa

de LB &gar com canamicina e as placas foram mantidas a 37°C por 16-18 horas.

3.3.2.4 PCR DE COLONIAS

Para a PCR das colbnias, trés colonias transformadas de cada placa (ltem
3.3.2.3) foram escolhidas aleatoriamente para a verificagdo da presenca do inserto.
Em cada poco de uma placa para PCR, foram adicionados 125uM de cada dNTP,
400nM do oligonucleotideo 5’, 400nM do oligonucleotideo 3’, 1,5mM de MgCI2 e 1U
de Taq DNA polimerase e agua ultrapura estéril g.s.p. 25uL. As colbnias escolhidas
foram transferidas a outra placa de LB &agar com canamicina 50pg/mL e
posteriormente, adicionada a solugéo contida nos poc¢os. A reacdo ocorreu a 94°C por
5 minutos, seguido de 27 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e
72°C por 60 segundos e, por fim, 72°C por 10 minutos. Para a verificacdo dos insertos
no vetor de transporte (cadeia leve ou pesada completa) utilizou-se oligonucleotideos
que anelam na regido lider e no final da regido constante da respectiva cadeia de
imunoglobulina. Para verificacdo da presenca dos insertos no vetor pCHO, foram
utilizados os oligonuleotideos a seguir: 5-GGTGTCGTGAGGAATTTCAG-3’ (~285pb
a montante ao sitio EcoRV/Pacl) e 5-GGCAGCCGGATCATAATC-3’ (~250pb a
jusante ao sitio EcoRV/Pacl); 5-GAGCCTCCTTGTCTTG-3’ (~270pb a montante ao
sitio Avrll/BstZ171) e 5-AGAAGACACGGGAGACTTAG-3’ (~90pb a jusante ao sitio
Avrll/BstZ171). A placa com as colbnias selecionadas foi incubada a 37°C por 16-18
horas. A amplificacéo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2% corado
com SyBR Safe.
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3.3.2.5 ISOLAMENTO DOS VETORES

As colonias com os vetores recombinantes foram inoculadas em 4mL de meio
TB com canamicina 50ug/mL e incubadas a 37°C, 200rpm por 16-18 horas. Apés a
incubacéo, o volume do inéculo foi dividido em 2 aliquotas e submetido a centrifugacéo
4000xg por 10 minutos. Os pellets foram utilizados para obtencéo do vetor purificado
com o uso do kit Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification, conforme orientag&o do
fabricante.

3.3.2.6 SEQUENCIAMENTO DOS VETORES pCHO COMPLETOS

Os vetores pCHO completos (com as cadeias leve e pesada dos mAbs) foram
sequenciados. Para a reacédo, foram utilizados 600ng do vetor, 1uL de tampé&o do
BigDye v3.1, 2uL do BigDye V3.1, 1uL do oligonucleotideo 5uM e agua ultrapura
estéril g.s.p. 10uL. A reagdo ocorreu a 96°C por 1 minuto e em seguida por 35 ciclos
de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Posteriormente,
as amostras foram precipitadas com etanol e EDTA, conforme orientacdo do
fabricante. As sequéncias dos vetores pCHO foram comparadas as sequéncias
sintetizadas a fim de garantir que ndo houve mutacdo ou a montagem incorreta dos

vetores.

3.3.2.7 DIGESTAO DO VETOR pCHO PARA TRANSFECCAO

Os vetores pCHO completos (com as cadeias leve e pesada dos mAbs) e
analisados pelo sequenciamento foram digeridos para serem linearizados. As
digestdes foram realizadas com 15uL da enzima Nrul (NEB) para 50ug de DNA. A

digestao procedeu por 6 horas a 37°C.

3.3.2.8 TRANSFECCAO ESTAVEL

Células CHO-S Cells (Gibco, EUA) foram transfectadas com os vetores para a
expresséao de anticorpos. O procedimento para a transfec¢cao permanente foi realizado
conforme orientagdes do fabricante. Em um tubo, foram adicionados 50uL do reagente
FreeStyle Max (Gibco) e 1,45mL de OptiPro SFM (Gibco). Em outro tubo, foram
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adicionados 50ug de DNA e OptiPro SFM gsp 1500uL. A mistura contendo FreeStyle
Max foi adicionada ao tubo contendo o DNA e, entdo, foi incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos. Posteriormente, os 3mL do complexo reagente de
transfeccdo/DNA foram adicionados as células em um erlenmeyer contendo 30mL
com 1x10%cél/mL. O frasco de cultivo foi incubado a 37°C, 8% CO2, 150rpm por 48

horas.

3.3.2.8.1 Selecao das células CHO

As etapas de selecdo foram realizadas conforme orientacédo do fabricante do
Kit de transfecdo Freedom™ CHO-S™ Kit (Gibco). Ao final de cada etapa, algumas
aliquotas foram congeladas em nitrogénio liquido.

ApoOs 48 horas da transfeccgéo, iniciou-se a fase 1 da selecdo. A suspenséo foi
centrifugada e o sedimento ressuspenso em 50 mL de meio Dynamis (Gibco)
contendo glutamina 8mM e Anti-Clumping 1:100 (Gibco). O volume foi dividido em 2
frascos T-75, contendo os agentes de selecdo Puromicina (Gibco) e Metotrexato
(MTX) em duas condicoes:

1 - 10P/100M: Puromicina 10ug/mL + MTX 100nM

2 - 20P/200M: Puromicina 20pg/mL + MTX 200nM

Os cultivos foram incubados a 37°C, 8% CO2, sem agitagcdo por 7 dias.
Posteriormente, os frascos foram mantidos em cultivo com troca de meio a cada 3
dias. Quando a viabilidade atingiu =30%, a suspensdo foi centrifugada e
ressuspendida em meio contendo os agentes de selecdo nas mesmas condicdes
anteriores. Os cultivos foram incubados em erlenmeyer a 37°C, 8% COz2, 150rpm. Foi
realizada a troca de meio a cada 3 dias até que a viabilidade atingisse 285%. A partir
desse ponto, iniciou-se a fase 2 da sele¢do. Apos a troca de meio, as células de cada
condi¢éo da fase 1 foram divididas em dois novos frascos cada, com 30mL de cultivo
com 4x10°cél/mL. Os agentes de selecdo foram adicionados em duas condicoes:

A - 30P/500M: Puromicina 30pg/mL + MTX 500nM

B - 50P/1000M: Puromicina 50ug/mL + MTX 1000nM

Dessa forma, os 4 frascos de cada transfeccédo (1A, 1B, 2A e 2B) foram
incubados a 37°C, 8% CO2, 150rpm. Foi realizada a troca de meio a cada 3 dias até

que a viabilidade atingisse 290%.
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3.3.2.9 EXPRESSAO DOS MABS

Para a expressdo dos mAbs, as células foram mantidas em 30mL de meio
Dynamis novo, contendo anti-clumping, na concentracédo de 3x10° cél/mL. As células
foram incubadas a 37°C, 8% CO2, 150rpm até que a viabilidade estivesse <50% ou
até o dia 14. Amostras foram coletadas nos dias 0, 3, 5, 7, 10 12 e 14 para contagem
celular, viabilidade e avaliacdo de produtividade. Apds a amostragem, glicose foi
adicionada nos dias 3, 5 e 7 nas concentragdes de 4g/L, 4g/L e 6g/L, respectivamente.

3.3.3 PURIFICACAO DOS mABS

O sobrenadante dos cultivos foi coletado apos centrifugagédo a 800xg por 10
minutos. Os anticorpos foram purificados com o sistema AKTA Purifier (Cytiva), por
cromatografia de afinidade em resina de proteina A-sefarose (Cytiva) equilibrada com
tampdo fosfato 20mM pH 7. A coluna foi lavada com o tampéao de equilibrio. A primeira
eluicao foi feita com tampao citrato de sédio 100mM pH 6 e a segunda, com tampao
citrato de sédio 100mM pH 3,2. A recuperacdo dos anticorpos foi realizada nesse
tampdo e a amostra foi neutralizada com solucdo Tris 1M. Os anticorpos foram
dialisados contra PBS, esterilizados por filtracdo e quantificados em espectrometro a

280nm, usando o coeficiente Ao,1% = 1,4.

3.3.4 AVALIACAO DOS mABS POR SDS-PAGE

Para a eletroforese dos anticorpos purificados, as amostras foram aplicadas em
guantidade equivalente a 0,6ug ou 1,0ug por poco, diluidas em tampao de amostra
com ou sem agente redutor 3-mercaptoetanol. As amostras com agente redutor foram
previamente incubadas a 100°C por 5 minutos. Foram utilizados os marcadores de
alto peso molecular HMW-SDS Marker e de baixo peso molecular LMW-SDS Marker.
A Eletroforese foi executada a 80V por 20 minutos e, apds, a 120V. Os géis foram

corados por azul de coomassie 0,2% ou nitrato de prata.
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3.3.5ELISA

As placas foram revestidas com 100ul de TeNT(BUT) ou TT 5ug/mL em PBS
(Dokmetjian, Della Valle et al. 2000) ou de Fragmento C 2ug/mL (doado pela Dra.
Patricia A. E. Abreu de Aniz do Insituto Butantan) em Tampao Carbonato 50mM
(Ribas, Ho et al. 2000) a 4°C por 16-18 horas. O bloqueio foi realizado com solugéo
BSA 1% em PBS a temperatura ambiente por 2 horas. Os anticorpos candidatos foram
diluidos seriadamente em BSA 1% em PBS nas concentracbes de 50ng/mL a
0,4ng/mL e incubados a 37°c por 1 hora. Os anticorpos nédo ligados foram lavados
com Tween 20 0,05% em PBS (PBS-T) antes da incubacdo com anticorpo de cabra
anti-lgG humana conjugado com peroxidase (Southern Biotech, EUA). A revelacao foi
realizada com TMB 100pg/mL em Tampé&o Acetato/Acido citrico 0,1M pH 6 e Peroxido
de Hidrogénio 0,0045%. A reacédo foi interrompida com H2SO4 4,7N e a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 450nm. O soro de um doador
vacinado foi utilizado como controle positivo. Esse soro havia sido coletado
anteriormente (aprovacdo do CEP/ICB/USP pela Plataforma Brasil com numero
1.515.313).

3.3.6 ELISA COMPETITIVO

O ensaio foi realizado de acordo com NAGATA et al. (2004). Resumidamente,
as placas de ELISA foram revestidas com anti-lgG humana - Fc especifica (Sigma-
Aldrich). Apés lavagem, a placa foi incubada com mAb#1 por 16-18 horas a 4°C. O
MAb#2 (competidor) foi incubado com uma dose fixa de TeNT(BUT) em um tubo
separado por 16-18 horas a 4°C. Esta mistura foi entdo adicionada a placa e incubada
durante 45 minutos. Apés a lavagem, a placa foi incubada com soro de cavalo anti-
tetanico (SAT) conjugado com peroxidase e, em seguida, a revelacdo foi feita com

TMB. Uma faixa de concentracdo de TeNT (1-75ng/ml) foi usada para a curva padréo.

3.3.7 WESTERN BLOT

A TeNT(BUT), nas formas n&o reduzida e reduzida com (3-mercaptoetanol, foi
submetida a eletroforese SDS-PAGE em géis de poliacrilamida 10%. As amostras

foram transferidas para uma membrana PVDF (GE Lifesciences) e o blogueio
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realizado com BSA 3% em PBS-T. A membrana foi incubada com os anticorpos
monoclonais humanos antitetanicos a 10ng/mL a temperatura ambiente sob agitacao
por 1 hora e, apds lavagem, com anticorpo de cabra anti-IlgG humana conjugado com
peroxidase (Southern Biotech). A revelacao foi feita, apds lavagem da membrana, por
guimiluminescéncia utilizando o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Lifesciences) e a deteccdo por exposicdo em filme fotografico
Amersham Hyperfilm ECL (GE Lifesciences). Os anticorpos foram diluidos em BSA
1% em PBS-T e as lavagens entre as incubacdes foram realizadas com PBS-T.

3.3.8 ENSAIO DE INIBICAO DA LIGACAO DA TOXINA AO GT1b

Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 100uL de gangliosideo GT1b
1ug/mL (Sigma-Aldrich) em metanol e mantidas em temperatura ambiente por 16-18
horas para a evaporacdo do metanol. O bloqueio foi realizado com 200uL de BSA 1%
em PBS a temperatura ambiente por 2 horas. Em outra placa apenas bloqueada, foi
realizada uma diluicdo seriada dos anticorpos (sozinhos ou em mistura) em BSA 1%
em PBS e adicionada uma quantidade fixa de toxina (40ug/mL). Apds duas horas de
incubacdo a temperatura ambiente, transferiu-se 100uL dessa mistura para a placa
sensibilizada com GT1b. Apés a incubacdo e lavagem, foi adicionado o soro
antitetanico equino conjugado com peroxidase. A revelacdo foi feita com TMB
100ug/mL, peréxido de hidrogénio 0,0045% em tampao acetato/acido citrico 0,1M pH
6 a temperatura ambiente por 20 minutos. A reacdo foi interrompida com &cido
sulfarico 4,7N e a leitura realizada a 450nm. Os anticorpos foram testados em
duplicatas e o controle positivo foi realizado apenas com a toxina em BSA 1% em
PBS. A média da absorbéancia lida nos po¢cos com apenas a TeNT foi considerada

como 100% de ligacéo.

3.3.9 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SURFACE PLASMON
RESONANCE - SPR)

Os ensaios para a dosagem e a afinidade dos mAbs expressos foram

realizados pelo aparelho Biacore T200 (Cytiva).
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3.3.9.1 DOSAGEM DOS MABS EXPRESSOS

Para a quantificacdo da expressao dos mAbs durante o cultivo em batelada
apos a transfeccdo e selecdo das populagBes estaveis mistas, foram coletadas
amostras nos dias 0, 3, 5, 7, 10, 12 e 14 do cultivo. As amostras do dia 0 foram
utilizadas puras, as do dia 3 na diluicdo 1:10, as do dia 5 1:20, e as dos demais dias
1:200. Foi utilizado Sensor CM5 contendo proteina A imobilizada. Os anticorpos foram
capturados a 10pL/min por 180 segundos. A dissociacéo foi realizada em 30uL/min
por 60 segundos. Foi utilizada uma curva padrdo com anticorpo anti-TNFa de
concentracdo conhecida. A regeneracdo do sensor foi realizada com solucdo de

glicina 10mM pH 1,7 a 30pL/min por 30 segundos.

3.3.9.2 AVALIACAO DA LIGACAO A TeNT

Os ensaios de ligacdo dos mAbs expressos foram realizados pelo equipamento
Biacore T200 (Cytiva). Para a realizagéo do ensaio, foi utilizado um sensor chip CM5
(Cytiva) com Proteina A. Os anticorpos foram acoplados a 8ug/mL em um fluxo de
10uL/min por 60 segundos para a captura. Em seguida, a TeNT(BUT) foi injetada a
20pug/mL em um fluxo de 30uL/min por 60 segundos. A dissociacdo também foi
realizada em 30L/min por 60 segundos. A regeneracdo do sensor foi feita com HCI
100mM a 30ul/min por 120 segundos, estabilizacéo por 60 segundos e MgCL2 3M a

20ul/min por 60 segundos. O ensaio foi realizado pelo aparelho Biacore T200 (Cytiva).

3.3.9.3 AFINIDADE NO ESTADO ESTACIONARIO

Para determinar a afinidade em estado estacionario da TeNT comercial pelos
anticorpos imobilizados no sensor, a toxina foi diluida seriadamente 1:4, sendo testada
entre as concentragcdes 100pug/mL a 1,5625ug/mL. O fluxo foi de 5uL/min e o tempo
de contato com a toxina foi de 600 segundos. A dissociagao foi realizada com o
mesmo fluxo por 60 segundos. A regeneragao do sensor foi realizada com solucao de

glicina 10mM pH 1,7 a 30uL/min por 30 segundos.
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3.3.9.4 AFINIDADE CINETICA

A afinidade cinética foi determinada utilizando o sensor com o0s anticorpos
imobilizados. A TeNT comercial foi diluida seriadamente 1:3, sendo testada entre as
concentracfes 100ug/mL a 11,1ug/mL. O fluxo foi de 30uL/min e o tempo de contato
com a toxina foi de 90 segundos. A dissociacgéao foi realizada com o mesmo fluxo pelo
tempo maximo permitido pelo equipamento (36000 segundos). A regeneracdo do
sensor foi realizada com solucéo de glicina 10mM pH 1,7 a 30pL/min por 30 segundos.

3.3.10 ENSAIO DE NEUTRALIZACAO IN VIVO

Para o ensaio de neutralizagéo in vivo da TeNT(BUT), realizado de acordo com
0 método descrito pela Farmacopeia Brasileira (Brasil 2010), foram utilizados
camundongos Swiss de ambos 0s sexos, entre 17g e 22g. Em cada grupo foi testada
uma amostra (um anticorpo isoladamente ou uma combinagdo de anticorpos nos
grupos testes ou SAT referéncia no grupo controle) em 5 concentragdes diferentes.
Cada diluicao foi previamente misturada a uma dose fixa de toxina (determinada pelo
Servico de Controle de Qualidade do Instituto Butantan) e solucdo Salina Peptonada
1%, sendo o volume final de 2,4mL. A mistura foi incubada a 37°C por 1 hora e
inoculada por via subcutanea em 10 animais, 0,2mL por camundongo. A situacao
clinica dos animais (saudaveis, vivos com sintomas ou mortos) foi observada por 4
dias e utilizada para calcular a poténcia das amostras. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o decreto 6.899
de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pela Conselho Nacional de Controle
da Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Instituto Butantan (protocolo n°6203050416).

3.3.11 MAPEAMENTO DE EPITOPOS

Para os mapeamentos de epitopos lineares (realizado pela empresa
PepPerPrint, Alemanha), a sequéncia da Toxina Tetanica (UniProt ID P04958) foi
alongada por ligantes GSGSGSG neutros nos terminais C e N para evitar peptideos
truncados. A sequéncia foi traduzida em peptideos lineares de 13 aminoacidos com

uma sobreposicdo de 12 aminoacidos. Os microarrays continham 1.319 peptideos
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lineares diferentes em duplicata, que foram enquadrados por peptideos controle
adicionais de HA (YPYDVPDYAG) e FLAG (DYKDDDDKAS). Para o mapeamento de
epitopo conformacional, a sequéncia da TeNT foi traduzida em peptideos de 7, 10 ou
13 aminoacidos com sobreposi¢cdes de 6, 9 e 12 aminoacidos, respectivamente. Esses
peptideos foram ciclizados através de uma ligacao tioéter entre uma cadeia lateral da
cisteina C-terminal e um terminal N apropriadamente modificado. O microarray
continha 3.966 peptideos ciclicos diferentes em duplicata, que foram enquadrados por
peptideos controle adicionais de HA (YPYDVPDYAG). Para o ensaio, amostras de
mADbs antitetanicos foram incubadas a 1ug/ml, 10pug/ml e 30ug/ml para 0 mapeamento
de epitopo linear, e a 0,lug/ml e 1ug/ml para o mapeamento de epitopo
conformacional a 4°C, 140rpm.por 16 horas. Apés lavagem com PBS-T, os anticorpos
foram revelados com um anticorpo de cabra anti IgG humano (H + L) DyLight680 e
analisados pelo sistema de imagem LI-COR Odyssey (LI-COR Biosciences). Para o

controle, foi utilizado um anticorpo murino monoclonal anti-HA (12CA5) DyLight800.

3.3.12ENSAIO DE INIBICAO DA LIGACAO DA TOXINA (TOXIN BINDING
INHIBITION ASSAY - TOBI)

Em uma placa blogueada com BSA1% em PBS foram adicionados os
anticorpos com diluicbes 1:2. Os controles foram realizados com uma Antitoxina
padrdo e com PBS. Foi adicionada uma quantidade fixa de Anatoxina Tetanica (0,1
Lf/mL). A placa foi incubada a 37°C em camara umida por 1 hora. Posteriormente, as
misturas foram transferidas para outra placa, sensibilizada com soro antitetanico em
Tampao Carbonato pH 9,6 e bloqueada com BSA1% em PBS, mantendo as posi¢cdes
dos pocos. A placa foi incubada a 37°C em camara Umida por 90 minutos. Apds a
lavagem, a placa foi incubada com soro antitetanico (SAT) conjugado com peroxidase
a temperatura ambiente por 2 horas, protegido de luz. A revelacgéo foi realizada com
TMB 100ug/mL em TampZo Acetato/Acido citrico 0,1M pH 6 e Perdxido de Hidrogénio
0,0045%. A reacdo foi interrompida com Acido Sulfirico 4,7N e a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a 450nm. O célculo do titulo dos

anticorpos foi realizado conforme descrito por HENDRIKSEN et al. (1988).
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3.3.13 IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE

A agarose foi dissolvida em PBS para a concentracédo de 1% e depositada
sobre um filme para gel de agarose (GelBond® Film; Cytiva). Apos a solidificacdo do
gel, foi utilizado um perfurador hexagonal para a obtencédo dos pocos. No poco central
foi adicionado 5ug de TeNT(BUT) e nos demais as amostras de anticorpos em um
volume total de 10uL. O gel foi incubado a 37°C em cadmara umida por 18 horas. Apos

a secagem da agarose, o filme foi corado com coomassie 0,2%.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo descritos nos itens a seguir.
4.1 PRODUCAO TOXINA TETANICA ATOXICA

Primeiramente, a expressdo da TeNT(RY) foi realizada utilizando-se
erlenmeyer e uma rotacdo de agitacdo de 200rpm, porém houve producdo muito baixa
da TeNT. No laboratério em que o vetor foi montado, o cultivo é realizado em
fermentador, com alta aeracédo e agitacdo. Dessa forma, tentamos fazer a expresséo
em erlenmeyer, aumentando a rotacao (400rpm) a fim de aumentar a oxigenagao do
cultivo. Realizamos também um experimento em reator com oxigenacédo controlada.
A producao da TeNT (RY) foi realizada em reator no Laborato6rio de Desenvolvimento
de Processos do Instituto Butantan, com o auxilio da Dra. Mickie Takagi. Observou-
se um aumento relativo na expressao proteica quando comparado ao primeiro
experimento, mas a expressdo ainda era baixa. Essa comparacédo foi baseada na
absorbancia por UV (280nm) medida durante a cromatografia e volume dos eluatos.

Foi possivel verificar, por WB, que houve producgéo da TeNT (Figura 8).

Figura 8. Gel de SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) da expresséo e purificacdo da
Toxina Tetanica

1 2 3 4 5 B
kDa
220 —
170 _=
Bt®
116 —
‘ . .
76 — ;
‘ [
53 —

1: Sobrenadante do Cultivo; 2: BL21 DE3 controle; 3: BL21 DE3- TeNT induzido; 4: Fracdo néo retida;
5: Eluato TeNT(RY). Marcador de massa molecular HMW SDS Marker (Cytiva).

A

Foi realizado mais um teste de expressao em reatores, adicionando IPTG 1mM

quando atingida Absesoo 1,0 (reator A) ou 2,0 (reator B). A cultura foi mantida a 16°C
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por 16-18 horas. Amostras de diferentes tempos apos a inducédo foram coletadas
(Figura 9).

Figura 9. Gel SDS-PAGE da expressao da toxina tetanica atéxica TeNT(RY) com
indug&o quando atingida Abssoo 1,0 (A) e 2,0 (B).
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Gel de poliacrilamida 7,5% corado por azul de coomassie. M: Marcador de massa molecular HMW SDS
Marker (Cytiva); 1: Pré-inducdo; 2: 1 hora ap6s inducédo; 3: 2 horas apos inducdo; 4: 3 horas apos
inducdo; 5: 17 horas apés inducdo; 6: 18 horas apds inducdo. A seta indica o tamanho de
aproximadamente 150kDa, o que corresponde a toxina tetanica produzida.

Apébs 18 horas de inducéo, o cultivo foi centrifugado e o sedimento obtido foi
ressuspendido em tamp&o HEPES 50mM, NaCl 200mM, Imidazol 40mM e lisado por
sonicacdo. O produto de sonicacdo foi centrifugado e o sobrenadante da lise foi
purificado. Primeiramente, foi realizada uma cromatografia de afinidade com coluna
HisTrap (Figura 10). O eluato contendo a toxina expressa foi submetido & coluna de
troca idnica (Figura 11). Por ultimo, a amostra da fragdo 2 do eluato 1, contendo a
toxina expressa foi analisada por cromatografia de exclusao de tamanho - SEC-HPLC
(Figura 12 e Figura 13).
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Figura 10. Gel SDS-PAGE da purificacdo da toxina tetanica atoxica TeNT(RY) por
coluna de niquel HisTrap.

Gel de poliacrilamida 7,5% corado por nitrato de prata. M: Marcador de massa molecular HMW SDS
Marker (Cytiva); 1: Sobrenadante da lise; 2: Fracdo nao retida; 3: Eluato 1; 4: Eluato 2. A seta indica o
tamanho de aproximadamente 150kDa, o que corresponde a toxina tetanica produzida.

Figura 11. Gel SDS-PAGE da purificagdo da toxina tetanica atoxica TeNT(RY) por
troca idnica.

Gel de poliacrilamida 7,5% corado por nitrato de prata. M: Marcador de massa molecular HMW SDS
Marker (Cytiva); 1: Eluato 1 da cromatografia por coluna de niquel; 2: Eluato 1 Fracdo 1; 3: Eluato 1
Fracédo 2; 4: Eluato 1 Fragdo 3; 5: Eluato 2 Fragdol; 6: Regeneracdo. A seta indica o tamanho de
aproximadamente 150kDa, o que corresponde a toxina tetanica produzida.
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Figura 12. Cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC-HPLC) da toxina tetanica
atoxica TeNT(RY).
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Os numeros abaixo dos picos representam o niumero de cada Fragdo (Fr) e os acima dos picos 0s
volumes de retenc¢éo de cada Fr.

Figura 13. Gel SDS-PAGE da toxina tetanica atdoxica TeNT(RY) submetida a
cromatografia de exclusao de tamanho (SEC-HPLC).
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Gel de poliacrilamida 7,5% corado por nitrato de prata. M: Marcador de massa molecular HMW SDS
Marker (Cytiva); 1: Fracdo 2; 2: Fracdo 3; 3: Fragdo 5; 4: Fragéo 6; 5: Fracdo 7; 6: Amostra Eluato 1
Fracdo 2 da cromatografia por troca ibnica. A seta indica o tamanho de aproximadamente 150kDa, o
gue corresponde a toxina tetanica produzida.

A amostra da Fr 2 foi quantificada por Bradford e a concentracdo dosada foi de
30ug/mL. Considerando que a aliquota tem 500uL, a produgdo foi de 15ug de

TeNT(RY)/L de cultivo. Dessa maneira, a expressao continuou sendo muito baixa.
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Fizemos a troca do vetor a fim de verificar se haveria melhora na expressao da
TeNT(RY). A presenca do inserto foi verificada através da digestdo do vetor com as
enzimas Ndel e Xhol (Figura 14). O protocolo de expressao da proteina foi realizado
conforme j& descrito. A troca de vetor de expresséo nao alterou o perfil ou a eficiéncia

da expresséo da toxina recombinante (Resultados ndo divulgados).

Figura 14. Eletroforese dos produtos de digestao do vetor pAE-TeNT(RY).

A presenca de banda na altura determinada pela seta indica a presenca de inserto. Gel de agarose
0,8% corado com SyBR Safe.

4.2 SDS-PAGE DA TOXINA TETANICA COMERCIAL
A toxina tetanica comercial foi comprada da empresa List Biologicals
Laboratories. Realizamos uma eletroforese SDS-PAGE para verificar a integridade e

pureza dessa toxina.

Figura 15.Gel SDS PAGE da toxina tetéanica comercial.
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Gel de poliacrilamida 10% corado por nitrato de prata. M: Marcador de massa molecular HMW SDS
Marker (Cytiva); 1: Toxina tetdnica em condicdo néo redutora; 2: Toxina tetanica em condi¢&o redutora.
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4.3 RT-PCR
As placas com células B previamente individualizadas por cell sorter (Tabela 4)
foram submetidas a RT-PCR para a obtencdo do cDNA e PCR para amplificacdo dos

genes das cadeias pesada y € leves k € A, além do controle B-actina.

Tabela 4. Placas de single cell sorting cujas sequéncias foram amplificadas.

Sorting  Doador Coleta de Sangue Estratégia de Marcacao N° de placas
D Il 6 dias ap0s vacinacéo Plasmablastos 1
E 11 14 dias apo6s vacinagao Linfécitos B de Memodria 1
F Il 14 dias apo6s vacinacao Plasmablastos 1

A amplificagcdo foi confirmada em eletroforese em gel de agarose e os
tamanhos esperados dos fragmentos foram 450pb para Igy, 510pb para Igk, 405pb
para IgA e 302pb para B-actina (Figura 16).

Figura 16. Gel representativo dos fragmentos obtidos a partir da RT-PCR.

M CN1 CP1 CP2 CN2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

—— - e oo g - . e - . gy
— —— - e - S Gee e Gme e Igk
— - Ign
- - - = C e e we o e - - . s f-actina

Gel de agarose 2% corado por SyBR Safe. M: Marcador de pares de bases 100bp ladder (Invitrogen);
CNZ1: controle negativo 1 (tampdo utilizado para o single cell sorting); CP1: controle positivo 1 (RNA
HelLa); CP2: controle positivo 2 (1000 linfécitos B); CN2: controle negativo 2 (Agua ultrapura estéril); 1-
11: produtos de amplificacéo por nested PCR.

As 177 amostras cujo par cadeia pesada-leve foi amplificado tiveram suas
cadeias sequenciadas separadamente e, apOs analise, 68 foram consideradas
clonalmente relacionadas, ou seja, com a mesma classificacdao V(D)J e com a

sequéncia de residuos da CDR3 (determinada pelo sistema KABAT) semelhantes.
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4.4 PCR ESPECIFICA

As sequéncias das regides variaveis das amostras consideradas clonalmente
relacionadas foram novamente amplificadas por PCR, dessa vez utilizando
oligonucleotideos especificos de acordo com a classificacdo das cadeias obtidas pelo
sequenciamento. Para confirmar a amplificacdo desses fragmentos, foi realizada

eletroforese em gel de agarose (Figura 17).

Figura 17. Gel de agarose representativo dos fragmentos amplificados por PCR com
oligonucleotideos especificos.

M CNH 1

ro

3 CNK 4 5 6

600 pb -—
400 pb - [ ——. C—

Gel de agarose 2% corado por SyBR Safe. M: marcador de pares de base 100bp ladder (Invitrogen);
CN H: controle negativo para cadeia y; CN K: controle negativo para cadeia k; 1, 2 e 3: produtos de
amplificagdo da cadeia y; 4,5 e 6: produtos de amplificagdo da cadeia k.

4.5 CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS ANTICORPOS

Os fragmentos obtidos pela amplificacdo das cadeias variaveis pesadas e leves
foram purificadas e digeridos. Apdés a digestdo, foram clonados em vetores
linearizados que codificam para a cadeia constante e, posteriormente, utilizados para
a transformacdo de bactérias quimiocompetentes. As coldnias foram escolhidas
aleatoriamente e submetidas a PCR e a eletroforese para verificar a presenca do
vetor. As amostras com fragmentos do tamanho esperado (650pb para Igy, 700pb
para Igk e 590pb para IgA) indicam que os vetores foram clonados (Figura 18). Essas
amostras foram sequenciadas e a colénia com sequéncia variavel idéntica a do
produto da segunda PCR foi inoculada em meio TB/Ampicilina 75ug/mL e incubadas
a 37°C por 16-18 horas a 200rpm.
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ApoOs a obtencao dos vetores, foi realizada a cotransfecgéo transitoria com os
vetores do par cadeia pesada e leve em células FreeStyle™ 293-F para a obtencéo
de 23 anticorpos antitetanicos. Os sobrenadantes foram coletados e os anticorpos
purificados por cromatografia de afinidade utilizando coluna com resina de proteina A
(Figura 19).

Figura 18.Gel representativo dos fragmentos amplificados por PCR das col6nias.

1 2 3
M CNH C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cl1C2 C3 C4 C5 C6 C1 C2 C3 €4 C5 O6
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Gel de agarose 2% corado por SyBR Safe. M: marcador de pares de base 100bp ladder (Invitrogen);
CN H: controle negativo para cadeia y; 1, 2 e 3: produtos de amplificagao da cadeia y; C1 a C6: col6nias
1 a 6 de cada amostra. Os tamanhos esperados para os fragmentos sdo 650pb para Igy, 700pb para
Igk, 590pb para IgA.

Figura 19. Cromatograma demonstrativo da purificacdo dos anticorpos por
cromatografia de afinidade em resina de proteina A.

Abs
(mAU)
1000+
800+
600+
4001
200+
A B
0 T L L 1 . L
T T T T T
0 20 40 60 80 Vol{mL)

(A) Eluicdo 1 pH6,0. (B) Eluicdo 2 pH3,2. A recuperacao dos anticorpos foi feita no tampé&o usado para
a eluicéo 2.
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4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS mABS POR SDS-PAGE

A fim de verificar a expresséo dos anticorpos, estes foram submetidos a eletroforese
(SDS-PAGE) em condic¢des nao redutoras e redutoras (

Figura 20).

Figura 20. Gel de SDS-PAGE representativo dos anticorpos purificados.
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Gel de poliacrilamidal0% corado por nitrato de prata. (A) Amostas em condicdo ndo-redutora. M:
Marcador de massa molecular HMW SDS Marker (Cytiva). (B) Amostas em condi¢éo redutora com f3-
mercaptoetanol. M: Marcador de massa molecular LMW SDS Marker (Cytiva); 1-4: Anticorpos
purificados.

4.7 AVALIACAO DA LIGACAO DOS mABS POR ELISA

Os anticorpos foram testados quanto a ligagdo a TeNT(BUT), a TT e ao
Fragmento C. As concentracdes testadas dos anticorpos foi de 0,4 a 50ng/mL e o soro
de um doador vacinado foi utilizado como controle positivo.

Foram testados 64 anticorpos (41 obtidos no trabalho anterior e 23 obtidos
nesse trabalho) dos quais 29 do trabalho anterior e 13 desse trabalho se ligaram a
TeNT. Esses 42 mAbs também se ligaram ao TT (com menor intensidade) e 7 deles
ao Fragmento C. Estes ultimos foram testados no ensaio de inibicdo de ligacdo ao

GT1b (Figura 21).
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Figura 21. Ligacao dos anticorpos monoclonais por ELISA.
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Placas sensibilizadas com (A) Toxina Tetanica 5ug/mL, (B) Anatoxina Tetanica 5ug/mL e (C)
Fragmento C da Toxina Tetanica 2ug/mL. Os anticorpos foram testados nas concentra¢cdes de 0,4 a
50ng/mL.
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4.8 AVALIACAO DA LIGACAO DOS mABS A TeNT E AS SUAS FRACOES POR
WESTERN BLOT

Todos os mADbs obtidos foram testados por western blot para verificar a ligacéo

a TeNT(BUT) e as suas fracbes (Figura 22).

Figura 22. Filme representativo da ligacdo dos anticorpos a toxina e suas fracdes por
western blot.

A B
kpa 1 2 3 kba 1 2 3
225-’ B> 25 B B8
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(A) Toxina Teténica ndo reduzida. (B) Toxina Teténica reduzida. a: TeNT integra; b: cadeia pesada; c:
cadeia leve. Os anticorpos foram testados na concentracdo de 10ng/mL.

4.9 ENSAIO DE INIBICAO DA LIGACAO DA TOXINA AO GT1B

Os 13 anticorpos obtidos neste trabalho e que se ligaram a TeNT no teste de
ELISA foram testados para avaliar a capacidade de inibicdo da ligagdo da TeNT ao
gangliosideo GT1b (Figura 23). A concentracao inicial dos anticorpos foi de 25ug/mL.
Como ja esperado, apenas 0s mAbs que se ligam ao Fragmento C foram capazes de
inibir, em diferentes niveis, a ligacdo ao GT1b. Nenhum anticorpo foi capaz de inibir
100% a ligacdo nas concentracdes testadas. Dessa forma, os 7 anticorpos (2 obtidos
no trabalho anterior e 5 obtidos nesse trabalho) que se ligam ao Fragmento C foram
testados com a concentracdo maxima obtida. Foi possivel observar um aumento da
inibicdo em concentragcées maiores, mas nenhum anticorpo foi capaz de inibir 100%
a ligacdo da TeNT. Apenas o BUT-TT-140-08 parece ter chegado a um platd e,
portanto, ndo podemos afirmar que esses sao os valores maximos (Figura 24). O BUT-
TT-117-08 nao foi capaz de inibir a ligacdo neste ensaio, o0 que é inconsistente com o
resultado obtido anteriormente (ALIPRANDINI, 2015). Como o mAb foi obtido por

transfeccdo transitoria e estava armazenado em geladeira, é possivel que tenha
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degradado. Foi realizado também o ensaio com misturas dos anticorpos utilizados no
ensaio de neutralizacdo. Apenas a mistura do BUT-TT-117-08 + BUT-TT-140-08 e
BUT-TT-143-10 + BUT-TT-117-08 + BUT-TT-140-08 foram capazes de inibir
parcialmente a ligacdo ao GT1b (Figura 25). O SAT foi utilizado como controle (Figura

26).

Figura 23. Gréfico do ensaio de inibicdo da ligacdo da Toxina (TeNT) ao gangliosideo

GT1b pelo mAbs.
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Os anticorpos monoclonais (mAbs) que se ligaram a TeNT no ELISA foram testados na concentragéo
inicial de 25ug/mL. O ensaio foi realizado em duplicatas e em diluicdo seriada 1:2. O controle positivo

foi realizado apenas com a TeNT.
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Figura 24. Gréfico do ensaio de inibicdo da ligacao da Toxina (TeNT) ao gangliosideo
GT1b pelos mAbs na concentracdo maxima obtida.
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Os mAbs que se ligam ao Fragmento C foram testados na concentracdo maxima obtida pela
purificagdo. O ensaio foi realizado em duplicatas e em diluicdo seriada 1:2. O controle positivo foi
realizado apenas com a TeNT

Figura 25. Gréfico do ensaio de inibicdo da ligacao da Toxina (TeNT) ao gangliosideo
GT1b utilizando mistura dos anticorpos testados in vivo.
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A concentragéo inicial das misturas foi de 34ug/mL para a mistura BUT-TT-117-08 + BUT-TT-140-08 e
de 44ug/mL para as demais misturas. As misturas de mAbs foram testadas em duplicatas e em diluicdo
seriada 1:2. O controle positivo foi realizado apenas com a TeNT.
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Figura 26. Gréafico do ensaio de inibicdo da ligacao da Toxina (TeNT) ao gangliosideo
GT1b com soro antitetanico equino (SAT).
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A concentracéo inicial do SAT foi de 50Ul/mL e foi realizada diluic&o seriada 1:2. O controle positivo foi
realizado apenas com a TeNT.

4.10 ENSAIO DE NEUTRALIZACAO IN VIVO

O teste de neutralizacéo foi realizado com 5 mAbs, conforme ensaio descrito
na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Esses mAbs foram escolhidos por se
ligarem a diferentes regides da toxina em ensaios de western blot e ELISA. Os mAbs
BUT-TT-117-10 e BUT-TT-140-10 se ligam ao Fragmento C no ELISA, BUT-TT-143-
08 se liga a toxina integra (sem agente redutor) e os mAbs BUT-TT-120-08 e BUT-
TT-243-08 se ligam, respectivamente, as cadeias leve e pesada no western blot.

Foram testados 10 grupos de anticorpos:

-Grupo 1: BUT-TT-117-10

-Grupo 2: BUT-TT-140-10

-Grupo 3: BUT-TT-117-10 + BUT-TT-140-10
-Grupo 4: BUT-TT-120

-Grupo 5: BUT-TT-143

-Grupo 6: BUT-TT-243

-Grupo 7: BUT-TT-120 + BUT-TT-243
-Grupo 8: BUT-TT-120 + BUT-TT-143
-Grupo 9: BUT-TT-143 + BUT-TT-243
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-Grupo 10: BUT-TT-120 + BUT-TT-143 + BUT-TT-243

Em ensaio anterior (ALIPRANDINI et al., 2019), a Unica mistura testada foi com
os trés anticorpos do grupo 10. Neste novo ensaio pré-clinico, buscou-se identificar a
contribuicdo de cada um na neutralizacdo da toxina, testados em duplas ou Unicos.

Cada anticorpo ou mistura de anticorpos foi utilizado em cinco concentracdes
escalonadas, sendo 30ug/mL a concentracao inicial. Foram incubadas misturas de
concentracbes seriadas 1:2 de cada anticorpo ou grupo de anticorpos com uma
guantidade fixa de toxina, totalizando 2,4mL. Um volume de 0,2mL de cada mistura
foi injetado subcutaneamente em 10 camundongos, totalizando 50 camundongos por
grupo. Os animais foram observados por 96 horas para a verificacdo do numero de
mortos e célculo da curva de sobrevivéncia (Figura 27).

No grupo 10 (mistura dos trés anticorpos), 100% dos animais que receberam
2,5ug e 1,25ug dos anticorpos sobreviveram. Ja no grupo 9, com mistura de dois
anticorpos (BUT-TT-143 + BUT-TT-243), houve 100% de sobrevivéncia na dose de
2,5ug por animal. Os demais grupos nao foram capazes de neutralizar a agdo da TeNT
nos animais nas concentracfes testadas, porém é possivel que possam exercer

alguma contribuicdo em outras composicoes.
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Figura 27. Taxa de sobrevivéncia no ensaio de neutralizacdo in vivo.

A
BUT-TT-117-08 BUT-TT-140-08 BUT-TT-117-08 + BUT-TT-140-08
100 100 1005
] ] < )l
s 80 > 80 s 80
(= (= o 4
@ @ “@
=2 60 2 60 = 601
> > > ]
2 2 <
o 407 a 40 5 404
o o o 4
%) %) )
. 204 . 204 . 20
B B 8 ]
0 T 1 0 . T 1 0 T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
BUT-TT-120-10 BUT-TT-143-10 BUT-TT-243-10
100 100 100
© i © © 1
s 807 s 80 5 80+
c J c c J
«@ «@ @
2 604 2 60 A 2 60
> J > > J
< o 2
5 4041 S 404 2 40
=] 4 o o 4
n %) n
s 207 < 207 £ 207
0 T T 1 0 T 1 0 T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
BUT-TT-120-10 + BUT-TT-243-10 BUT-TT-120-10 + BUT-TT-143-10 BUT-TT-143-10 + BUT-TT-243-10
100 100 100
J . J
£ 80+ £ g0 5 80
c J c c ]
« «@ “@
= 60 > 60 = 60
> ] > > ]
2 2 2
o 40q a 40 a 40
(=] 4 (=} o 4
n %) n
< 20—_ < 204 < 20-
0 T 1 0 T 1 0 T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
BUT-TT-120-10 + BUT-TT-143-10 + BUT-TT-243-10
100
© 1 2,50
£ 8o g
o 4
@
> 60 1.25u0
>
(]
5 404 0.62ug
o
)
? 504 == 0,31ug
3
=0= 0,16ug
0 T T 1
0 1 2 3 4
Tempo (dias)
B
SAT
100 ¥ y
£ g0 1 == 0,144U1
c J
2 60 =¥ 0.120U1
; 4
S 40 == 0,100U1
o J
)
s 207 -l 0.083UI
0 T T 1 =@~ 0,069Vl
0 1 2 3 4

Tempo (dias)

O ensaio foi realizado com camundongos Swiss de acordo com o teste de poténcia de soro hiperimune.
(A) Uma quantidade fixa de toxina foi incubada com anticorpos e injetada subcutaneamente nos
camundongos. Dessa forma, as quantidades de anticorpo injetadas em cada animal foram: 2,5ug;
1,25ug; 0,625ug; 0,3125ug e 0,15625ug. Os animais foram observados por 4 dias para a taxa de
sobrevivéncia. (B) Um soro antitetanico de referéncia foi utilizado como controle e para calculo da
poténcia dos anticorpos.
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4.11 MAPEAMENTO DE EPITOPOS

Cinco mAbs foram analisados por microarray de peptideos da TeNT para
identificar seus epitopos de ligacdo. Dos quatro mAbs testados em peptideos lineares,
o0 mAb BUT-TT-117-08 apresentou uma resposta muito fraca (260 a.u.) contra um
Unico epitopo G'1°NPLRYDTEY (Figura 28A), que esta presente no Fragmento C
(Figura 29A). O mAb BUT-TT-140-08 respondeu fortemente (> 50.000 a.u.) a um Unico
epitopo cujo motivo consenso é A23'PGIP (Figura 28B), que também esta presente
no Fragmento C (Figura 29B). O mAb BUT-TT-120-10 mostrou uma resposta fraca,
mas clara (400 a.u.) contra o epitopo L??>RVGYNAPGI (Figura 28C), que faz parte
do local de ligacdo do &cido sidlico (Figura 29C), e também apresentou uma ligacdo
inespecifica com o motivo consenso E®®TTGVVLLLE. A incubagdo com o mAb BUT-
TT-243-10 mostrou uma resposta fraca (600 u) contra peptideos adjacentes cujo
motivo consenso é V8'!LLEY (Figura 28D), que esta localizado no dominio de
translocacéo do TeNT (Figura 29D). A ligacéo ao Y’4’QVDAIKKII and C#°*WVDNEED
parece ser inespecifica, ja que os sinais, apesar de fortes, eram pontuais, ou seja, hdo
foi observada uma curva ao mudar a sobreposicdo dos aminoacidos. O mAb BUT-TT-
143-10 foi analisado com peptideos ciclicos (Figura 30), uma vez que se esperava
uma ligacdo de epitopo conformacional devido a sua ligacdo apenas ao TeNT nao
reduzido no western blot. Este mAb produziu uma resposta forte (15.000-20.000 a.u.)
e complexa contra peptideos adjacentes com motivos consenso EYYD ou DTEY. Os
trés epitopos reconhecidos, E®’GASEYYD, A’SYKYIDYEY e P2 LRYDTEY estdo
localizados em diferentes dominios da toxina: dominio de acdo proteolitica,
translocacao e ligacao, respectivamente (Figura 29E). No ELISA, o mAb BUT-TT-143-
10 nédo se ligou ao Fragmento C e, em WB, ligou-se apenas a toxina nao reduzida.
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A TeNT foi traduzida em peptideos de 13 aminoacidos com uma sobreposi¢édo de 12 aminoacidos. Os testes foram realizados com os mAbs nas concentragdes

de 30pg/mL efou 10pg/mL e 1 pg/mL. (A) BUT-TT-117-08; (B) BUT-TT-140-08; (C) BUT-TT-120-10; (D) BUT-TT-243-10.
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Figura 29. Representacdo da estrutura da TeNT com as regibes de epitopos
identificados para cada mAb, ap0s ensaio por epitope array.

A BUT-TT-117-08 B BUT-TT-140-08

Em azul, esté representada a cadeia leve (regido catalitica) da toxina. Em verde, esta representado o
dominio de translocacdo e em rosa o Fragmento C, ambos formam a cadeia pesada da toxina. Em
amarelo estdo os epitopos reconhecidos por cada mAb, segundo o peptide array. Visdo completa:
representacdo em superficie, demonstrando a acessibilidade do epitopo. Zoom: representacdo em
stick. Essas representa¢cfes foram geradas a partir da estrutura cristalografica da TeNT disponivel em
banco de dados (PDB: 5n0b). Fonte: (ALIPRANDINI et al., 2019).
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Figura 30. Grafico da ligacdo do mAb BUT-TT-143-10 aos peptideos circulares da
TeNT em epitope array.
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A TeNT foi traduzida em peptideos de 7, 10 ou 13 amino&cidos com sobreposicdes de 6, 9 e 12
aminoacidos, respectivamente. Os testes foram realizados com o mAb nas concentragdes de 1pug/mL
e 0,1pg/mL.

4.12 ELISA COMPETITIVO

Os mAbs foram agrupados segundo seus epitopos topograficos. O principio do
ensaio € que se mAb#1 e mAb#2 se ligam ao mesmo epitopo, a TeNT do complexo
mMADb#2-TeNT nao estara disponivel para se ligar ao mAb#1. Dessa forma, os mAbs
apresentardo valor de competicdo > 50% de maneira matua, o que indica uma
competicdo. A competicdo parcial e os valores negativos (aumento da ligagéo) podem
ser por natureza alostérica ou mudanca eletrostatica apds a ligacdo do competidor
(NAGATA; NUMATA; ONDA; ISE et al., 2004). Os trés mAbs capazes de neutralizar
a TeNT no teste in vivo reconheceram diferentes regides da toxina por WB e este

padrao foi confirmado pelo ensaio de competicdo (Tabela 5).
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Tabela 5. ELISA competitivo

% de competicdo na presenca do mAb#2 (competidor) indicado

mAb#1
BUT-TT-143-10 BUT-TT-243-10 BUT-TT-120-10
BUT-TT-143-10 99 42 16
BUT-TT-243-10 -20 100 -18
BUT-TT-120-10 11 48 101

4.13 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SURFACE PLASMON
RESONANCE - SPR)

Os anticorpos foram injetados a 8ug/mL para captura pela proteina A
imobilizada no sensor chip. Em seguida, foi injetada a TeNT a 20ug/mL.

Figura 31.Grafico do teste de ligacdo dos mAbs antitetanicos e TeNT com captura.
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Os anticorpos testados in vivo foram injetados a 8ug/mL para a captura pela proteina A imobilizada no
sensor chip (A). Posteriormente, foi realizada etapa para dissociacdo (B). A TeNT foi injetada a
20pg/mL (C) e depois dissociada (D). No final foi realizada a regeneragéo do sensor chip (E).

Os mAbs foram testados na mesma concentracdo, mas ndo apresentaram o
mesmo perfil de captura (Tabela 6). A resposta de ligacdo a TeNT foi diferente para

cada anticorpo, 0 que era esperado, ja que sdo anticorpos distintos.
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Tabela 6.Valores ACaptura, ATeNT e ATeNT/ACaptura obtidos por Ressonancia
Plasmoénica de Superficie (BIACORE)

mAb ACaptura ATeNT ATeNT/ACaptura
BUT-TT-117-08 69 53 0,77
BUT-TT-140-08 778 798 1,03
BUT-TT-120-10 574 1039 1,81
BUT-TT-143-10 778 448 0,58
BUT-TT-243-10 1067 373 0,35

4.14 ENSAIO DE INIBICAO DA LIGACAO DA TOXINA (TOXIN BINDING
INHIBITION ASSAY - TOBI)

Para a titulac&o in vitro dos anticorpos antitetanicos foi realizado o Ensaio de
InibicAo da Ligacdo da Toxina (ToBl). O teste é realizado para titulacdo de soros
humanos ou equinos e foi validado para uso de titulagdo no Instituto Butantan
(HENDRIKSEN et al., 1988).

Os anticorpos testados pelo ensaio in vivo foram testados isoladamente e nao
foi possivel calcular os titulos. E coerente que a ligacdo dos mAbs & TeNT pelos seus
epitopos ndo impeca que outros epitopos fiquem disponiveis para a ligacdo ao soro
antitetanico (policlonal) imobilizado na placa. Dessa forma, foram testadas misturas
de anticorpos em diversas concentracdes. Porém, mesmo em concentracbes
elevadas 192ug/mL (mistura de 3 anticorpos com concentragdao de 64ug/mL cada),
ndo foi possivel titular os anticorpos. Acredita-se que mesmo com trés anticorpos,
epitopos ficam disponiveis para ligacdo no soro antitetanico. Dessa forma, nao seria
possivel a utilizacdo desse ensaio para a titulagao in vitro dos anticorpos monoclonais

antitetanicos.
4.15 IMUNODIFUSAO
Os anticorpos foram testados por ensaio de imunodifusdo para avaliar a

capacidade de precipitagdo. No pogo central, 5ug de TeNT foi pipetado em um volume

de 10uL. Os anticorpos foram pipetados nos demais pogos. Nao houve precipitacéo
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gquando os anticorpos foram testados isoladamente (Figura 32). Posteriormente,
duplas aleatorias e o trio de mAbs BUT-TT-143-10 + BUT-TT-243-10 + BUT-TT-120-
10 também foram testados. Os anticorpos em dupla ou trio foram pipetados de forma
gue os todos os mAbs da mistura tinham a mesma massa, em um volume total de
10uL. O controle foi realizado com soro antitetanico. Nado foi possivel observar
precipitacdo nos pocos com nenhuma dupla testada. O trio de anticorpos que foi capaz
de neutralizar a toxina também apresentou precipitacdo quando a massa total aplicada
foi de 1,95ug e 0,97ug. O teste se tornou complicado de executar, uma vez que o
volume que cabia nos pocgos era de 10uL e os mAbs tinham como limitagdo a
concentracdo obtida da purificacdo. Dessa forma, alguns poderiam ndo ter massa

suficiente para precipitar.

Figura 32. Gel de imunodifuséao.

Al S1
B3 B1 S6 S2
TeNT TeNT
A3 A2 S5 S3
B2 S4

A: BUT-TT-143-10, 1,95ug (A1), 0,97ug (A2), 0,49ug (A3); B: BUT-TT-143-10 + BUT-TT-243-10 + BUT-
TT-120-10, 1,95ug (B1), 0,97ug (B2), 0,49ug (B3). S: Soro antitetanico (1000UIl/mL), diluicbes 1:2, com
dilui¢éo inicial (S1) 1:200.

4.16 VETORES PARA OBTENCAO DE LINHAGENS PERMANENTES

Para o processo de caracterizagdo dos mADbs, as quantidades produzidas pela
transfeccdo transitoria eram insuficientes. Além disso, algumas diferengas nos
resultados podem ser causadas por esse método de expresséao transitéria dos mAbs,
em diferentes ocasides. Para dar continuidade ao projeto, decidimos adotar a
estratégia de obtencdo de linhagem permanente de expressdo dos mAbs utilizados
no ensaio de neutralizagao in vivo.

Foi encomendada a sintese de vetores que contém sequéncias codificadoras

das regibes constantes das cadeias pesada gama 1 e leve Kappa humanas.
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Realizamos etapas consecutivas de digestdo e ligacdo para montarmos sequéncias
completas, contendo a regido constante das cadeias pesada e leve (sequéncias
sintetizadas) e as respectivas regifes varidveis originais, obtidas diretamente da
sequéncia de linfécitos B humano (1170, 1200, 1400, 2430 e 1430). Para
comparacao com essa estratégia, foi encomendada a sintese de vetores com regiao
variavel de dois mAbs, BUT-TT-117-08 e BUT-TT-120-10, com otimizacdo de cédons,
identificados como 117T e 120T. Apés a execucdo das mesmas etapas anteriormente
descritas para as sequéncias originais, foram obtidos vetores contendo a regiao
constante das cadeias pesada e leve e as respectivas regides variaveis sintetizadas
e com otimizacao de cédons (117T e 120T).

Os vetores contendo as cadeias variaveis (sintetizados ou originais) foram
digeridos para a liberacdo do inserto e os vetores com as cadeias constantes foram
digeridos para a linearizacao (Figura 33B). Essas digestdes foram realizadas com as
enzimas de restricdo Agel-HF para todos os vetores, e com Sall-HF ou BsiWI para as
cadeias pesada e leve, respectivamente. A ligacéo foi realizada e, dessa forma, cada
vetor passou a conter uma cadeia completa - pesada ou leve (Figura 33C). Uma nova
digestao foi realizada para liberar a regido completa da cadeia leve e para linearizar o
vetor pCHO entre os sitios das enzimas Pacl e EcoRV (Figura 33D). A cadeia leve foi,
entdo, inserida ao vetor pCHO. A mesma etapa foi realizada com a cadeia pesada,
porém o vetor pCHO (j& contendo a cadeia leve) foi linearizado entre os sitios das
enzimas Avrll e BstZ17I (Figura 33E).
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Figura 33. Esquema da clonagem com vetores sintetizados.
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(A) Vetores sintetizados, contendo regido constante ou variavel de cada cadeia. (B) Digestdo para a
linearizacdo do vetor contendo a regido constante e para a retirada da sequéncia da regido variavel de
cada cadeia. (C) Ligacdo do inserto (regido variavel) com o vetor com a regido constante da cadeia
correspondente. (D) Digestédo para a retirada das sequéncias inteiras (varidvel e constante) de cada
anticorpo. (E) Ligacdo de cada sequéncia em um sitio do vetor pCHO.
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ApoOs cada digestdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8% e purificados. Apés cada etapa de ligacao, bactérias competentes TOP-
10 foram transformadas com os vetores por choque térmico e 5 colbnias aleatdrias

foram submetidas a PCR de colbnias para verificar a presenca do inserto (Figura 34).

Figura 34. Gel representativo dos fragmentos amplificados por PCR das colbnias.

‘M

- - * .

Gel de agarose 0,8% corado com SyBR Safe. M: Marcador Quick-Load® 1 kb Extend DNA Ladder
(NEB); As amplificagbes com o tamanho esperado de 1500pb (seta) indicam a presencga do inserto na
colbnia testada.

Com o vetor completo, montado corretamente, foram realizadas as digestdes
com as enzimas Avrll e BstZ17] para a cadeia pesada e EcoRV e Pacl para a leve
para confirmar a presenca dos insertos das cadeias pesadas e leves no vetor pCHO

(Figura 35). Os vetores foram sequenciados para verificar a auséncia de mutacoes.
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Figura 35. Gel representativo dos produtos de digestédo dos vetores pCHO.
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Gel de agarose 0,8% corado com SyBR Safe. M: Marcador Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder (NEB);
1: amostras digeridas com Avrll e BstZ17] para verificar a presenca cadeia pesada; 2: amostras
digeridas com EcoRV e Pacl para verificar a presenca cadeia leve.

4.17 GERACAO DE LINHAGENS PERMANENTES

Células CHO-S Cells (Gibco) foram transfectadas com cada vetor para a
expressdo dos cinco anticorpos com sequéncia original e dois com sequéncia
otimizada. As etapas de selecdo foram realizadas em duas etapas, conforme
orientagéo do fabricante do Kit de transfegdo Freedom™ CHO-S™ Kit (Gibco). A
primeira etapa foi realizada com os agentes de selecdo Puromicina e Metotrexato
(MTX) em duas condigfes:1 - 10P/100M: Puromicina 10pg/mL + MTX 100nM; 2 -
20P/200M: Puromicina 20pug/mL + MTX 200nM. Na segunda etapa, as condi¢des
foram: A - 30P/500M: Puromicina 30ug/mL + MTX 500Nm; B - 50P/1000M: Puromicina
50ug/mL + MTX 1000nM

4.18 EXPRESSAO DOS mABS EM LINHAGEM PERMANENTE
Apbs o processo de selegdo, as populacdes estaveis mistas foram cultivadas

em batelada por 14 dias. Amostras foram coletadas nos dias 0, 3, 5, 7, 10, 12 e 14

para avaliacéo da viabilidade celular (Figura 36) e expressédo dos mAbs.
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Figura 36. Graficos da viabilidade celular dos cultivos.
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Cada grafico representa a viabilidade celular dos cultivos (1A, 1B, 2A e 2B) de um mAb nos dias 0, 3,
5,7, 10, 12 e 14. As linhas continuas representam os cultivos das transfec¢des com vetores com as
sequéncias variaveis originais; e as linhas pontilhadas representam os cultivos das transfec¢des com
vetores com as sequéncias variaveis sintetizadas e otimizadas (A e B).

Foi realizada a quantificacdo, por SPR, dos mAbs presentes no sobrenadante

nosdias0, 3,5,7,10, 12 e 14 dos cultivos (Figura 37). Os anticorpos foram capturados

pela proteina A imobilizada no sensor CM5 e titulados utilizando uma curva padréo

com anti-TNFa de concentracdo conhecida. Foi possivel verificar uma diferenca na

expressdo dos anticorpos obtidos pela transfeccdo com vetores com as sequéncias

original e dos obtidos pela transfec¢cdo com vetores com as sequéncias sintetizadas e

otimizadas (Figura 37 A e B).
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Figura 37. Grafico da dosagem dos mAbs por ressonancia plasmonica de superficie
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Foi utilizado sensor CM5 proteina A imobilizada. Cada grafico representa a dosagem das amostras dos
cultivos (1A, 1B, 2A e 2B) de um mAb nos dias 0, 3, 5, 7, 10, 12 e 14. O ultimo grafico contém todas as
amostras. As linhas continuas representam os cultivos das transfecces com vetores com as
sequéncias variaveis originais; e as linhas pontilhadas representam os cultivos das transfec¢cdes com
vetores com as sequéncias variaveis sintetizadas e otimizadas.

Foi calculada a integral da concentracdo de células viaveis (IVCC - integral of

viable cell concentration). Na Figura 38, estdo os graficos que relacionam a expressao

dos mAbs versus a integral da concentracao de células viaveis. Foi também calculada

a produtividade especifica de cada cultivo nos dias de amostragem do cultivo (Figura

39).
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Figura 38. Grafico do titulo (mg/mL) x IVCC (integral of viable cell concentration).
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Cada gréfico representa a relacdo entre a expresséo de cada mAb pela integral de células viaveis dos
cultivos (1A, 1B, 2A e 2B) nos dias 0, 3, 5, 7, 10, 12 e 14. As linhas continuas representam os cultivos
das transfec¢cdes com vetores com as sequéncias varidveis originais; e as linhas pontilhadas
representam os cultivos das transfec¢cdes com vetores com as sequéncias variaveis sintetizadas e
otimizadas.



Figura 39. Grafico da produtividade especifica.
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Cada grafico representa a produtividade especifica de cada cultivo (1A, 1B, 2A e 2B) nos dias 0, 3, 5,
7, 10, 12 e 14. As linhas continuas representam os cultivos das transfec¢cdes com vetores com as
sequéncias variaveis originais; e as linhas pontilhadas representam os cultivos das transfec¢des com

vetores com as sequéncias variaveis sintetizadas e otimizadas.

cromatografia de afinidade com resina de Proteina A.

Apoés os 14 dias, o sobrenadante foi coletado e os anticorpos purificados por

Foi realizada SDS-PAGE em condi¢bes nao redutoras (Figura 40A) e redutoras

(Figura 40B) para avaliar a integridade dos anticorpos. O padré&o de corrida dos mAbs

é semelhante, independente da transfeccéo ter sido realizada com vetor com a

sequéncia sintetizada e otimizada ou com a sequéncia original, obtida no laboratoério.
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Figura 40. Gel representativo dos anticorpos purificados.
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Géis de poliacrilamida 10% corados com azul de coomassie 0,2%. (A) Amostras em condi¢do nao-
redutora. M: Marcador de massa molecular HMW SDS Marker (Cytiva) (B) Amostras em condi¢édo
redutora. M: Marcador de massa molecular LMW SDS Marker (Cytiva); 1 e 2: Anticorpos purificados
obtidos pela transfec¢gdo com vetores com as sequéncias original; 3 e 4 — Anticorpos purificados obtidos
pela transfeccdo com vetores com as sequéncias sintetizadas e otimizadas.

4.19 AVALIACAO DA LIGACAO DOS mABS POR ELISA

A ligacdo dos anticorpos produzidos pelas células CHO a TeNT comercial foi
testada por ELISA. Foram testados os mAbs purificados obtidos nos cultivos 1A, 1B,
2A e 2B. As placas foram sensibilizadas com TeNT comercial 2ug/mL. Os anticorpos
foram diluidos seriadamente 1:5 nas concentragdes de 50ng/mL a 4ng/mL O soro de
um doador vacinado foi utilizado como controle positivo. O ensaio foi realizado apenas
uma vez, mas pode indicar que néo houve diferenca entre os cultivos do mesmo mAD,
ou seja, nem o tipo de sequéncia do vetor (sintetizado ou original) e nem as condi¢gbes
de selecéo alteraram a ligagdo do mAb a TeNT (Figura 41).
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Figura 41. Ligacdo dos anticorpos monoclonais em producéo estavel a toxina tetanica
(TeNT) por ELISA.
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Placa sensibilizada com TeNT 2ug/mL. Os anticorpos purificados de cada cultivo foram testados nas
concentracdes de 0,4 a 50ng/mL O soro de um dador vacinado foi utilizado como controle positivo. As
linhas continuas representam os cultivos das transfec¢ges com vetores com as sequéncias variaveis
originais; e as linhas pontilhadas representam os cultivos das transfec¢cbes com vetores com as
sequéncias variaveis sintetizadas e otimizadas.
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4.20 AFINIDADE NO ESTADO ESTACIONARIO

Foi realizado o ensaio de afinidade no estado estacionario dos anticorpos. O
ensaio com a imobilizacdo da TeNT no sensor ndo foi possivel, provavelmente porque
epitopos ficam indisponiveis no processo de imobilizagdo. Assim, decidiu-se imobilizar
0s mAbs em sensor de proteina A, que direciona a imobilizacdo ao Fc dos anticorpos
e deixa livres as regides Fab. A toxina foi testada em diluiges seriadas 1:4 (100pg/mL
a 1,5625pg/mL). A Tabela 7 contém os valores do Kp(M) calculados.

Tabela 7. Kp(M) calculado de cada mAb pelo ensaio de afinidade no estado
estacionario.

mAD Ko(M) Rmax (RU) Chiz (RU?)
1170 2,58x10°7 135,3 3,03
1177 1,61x107 192,8 3,15
1200 2,41x10° 539,1 75,6
1207 2,23x10° 615 64,6
1400 1,10x107 93,4 0,59
1430 2,45x10°7 8,9 0,0211
2430 6,08x10°7 559,4 0,242

Como esperado, os valores de Kp(M) dos mAbs 117T e 1170 sao bem

préximos, e 0 mesmo acontece para o 120T e 1200.

4.21 AFINIDADE CINETICA

O ensaio de afinidade cinética foi realizado com os mAbs imobilizados no
sensor com proteina A. O célculo n&o foi possivel porque ndo havia dissociagdo em
tempos mais curtos. Dessa maneira, foi utilizado o tempo de 36000s, o0 maximo
permitido pelo equipamento, para dissociacdo. Mesmo com o tempo extenso, o Kp(M)
dos mAbs 2430, 1430 e 1170 nao foi calculado porque ndo houve dissociagao.
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Tabela 8. Ka, ka € Kp(M) calculados de cada mAb pelo ensaio de afinidade cinética

mAb Ka (M1.570) ka (s7) Ko (M)
1200 3,65x10° 7,70x10° 2,11x10710
1400 8,65x10* 3,92x10° 4,54x10710
2430 7,68x10° ND ND
1430 6,61x10° ND ND
1170 6,33x10° ND ND

ND = Nao Determinado. N&o houve dissocia¢do no periodo de 36000s.

4.22 ENSAIO DE INIBICAO DA LIGACAO DA TOXINA AO GT1B

Os novos mAbs expressos foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo da
ligacdo da TeNT comercial ao gangliosideo GT1b isoladamente (Figura 42A) e em
misturas (Figura 42B). Quando realizamos esse ensaio anteriormente (item 4.9), a
concentragdo dos mAbs foi o fator limitante no experimento. Além disso, o BUT-TT-
117-08 apresentou sinais de degradacao. Através da transfeccao estavel, foi possivel
a expressao de maiores quantidades dos mAbs. Dessa forma, repetimos o ensaio
utilizando a concentragao obtida na purificacdo dos mAbs. Confirmando os resultados
anteriores, mesmo em maiores concentragdes, apenas 0os mAbs que se ligam ao
Fragmento C foram capazes de inibir a ligacdo ao GT1b quando utilizados
isoladamente. Com a utilizacdo de concentra¢cdes maiores, foi possivel verificar uma
inibicdo muito proxima de 100% pelos mAbs 1170 e 1400. Algumas misturas também
foram capazes de inibir, em diferentes niveis, a ligacdo ao GT1lb. Porém, essa
resposta parece estar associada a presenca do 1170 e/ou 1400 na mistura.
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Figura 42. Grafico do ensaio de inibicdo da ligacdo da Toxina (TeNT comercial) ao
gangliosideo GT1b.
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As misturas foram testadas na concentragao inicial de 350ug/mL, seguida de diluicdo seriada 1:4. Os
mADbs das misturas tinham a mesma massa. O controle positivo foi realizado apenas com a TeNT.
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5 DISCUSSAO

Foram testados 64 anticorpos, dos quais 42 se ligaram & TeNT e ao TT. A
entrada da TeNT nos neurdnios € precedida pela ligacdo do Fragmento C da toxina
aos gangliosideos presentes na membrana dessas células e, como esperado, aqueles
gue se ligam ao Fragmento C da TeNT foram capazes de inibir a ligacdo da TeNT ao
gangliosideo GT1b. Porém, essa capacidade de blogueio da ligacdo pelos mAbs BUT-
TT-117-08 e BUT-TT-140-08 né&o foi suficiente, nas concentragdes testadas no ensaio
in vivo, para neutralizacdo da toxina. A alta afinidade de ligacdo da toxina aos
gangliosideos depende da ocupacédo de dois sitios (R e W) do gangliosideo (LUO et
al., 2012). Embora os mAbs BUT-TT-117-08 e BUT-TT-140-08 ndo se liguem a esses
sitios, a inibicdo pode ocorrer pela alteracdo conformacional da toxina ou pelo
impedimento estérico causado pela ligagdo com os mAbs (LUO et al., 2012). A ndo
ocupacao desses locais pode explicar por que ndao houve protecéo in vivo.

Para neutralizar a TeNT, € preciso bloquear multiplos epitopos (WANG et al.,
2016). A combinacdo de mAbs tem um efeito sinérgico por trés mecanismos: i) a
ligacdo de um mAb pode aumentar a afinidade do outro mAb; ii) a formacdo de
imunocomplexos maiores leva a uma eliminacdo mais rapida por fagocitose; iii) 0
bloqueio de multiplos epitopos, aumenta a chance de bloquear multiplas etapas de
toxicidade da toxina, como ligacéo ao receptor, translocacgéo, dissociacdo das cadeias
(DIAMANT et al., 2015). Dessa forma, € coerente que a mistura de trés anticorpos
tenha demonstrado capacidade de neutralizar a toxina em teste in vivo, mostrando
gue ha um efeito sinérgico, causado pela ligacdo de cada anticorpo a uma regiao
diferente da toxina. Quando dois mAbs foram combinados, tendo como alvo a cadeia
pesada (BUT-TT-243-10) e a toxina inteira ndo clivada (BUT-TT-143-10), os animais
nao apresentaram o0s sintomas tipicos da toxicidade causada pela TeNT, na maior
concentracdo disponivel de mAb (1,25 ug de cada). Apesar da analise estatistica
estabelecida na Farmacopeia para esse ensaio excluir a capacidade neutralizante
dessa concentracdo, nao exclui a possibilidade da dupla BUT-TT-143-10 + BUT-TT-
243-10 em neutralizar a toxina em maiores concentracdes (nédo testado). O controle
positivo, realizado com soro antitetanico de referéncia, ndo se baseia em
concentracdo de anticorpos especificos e sim U.l. de anticorpos com capacidade

neutralizante, o que dificulta uma comparacéo direta. Nenhum desses mAbs se liga
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ao Fragmento C no ELISA, portanto, o bloqueio da TeNT em outros dominios, além
do dominio de ligagéo, parece pertinente para a neutralizacdo da toxina.

O mAb BUT-TT-120-10 apresentou resultados conflitantes em WB, ELISA e
mapeamento de epitopos. O mapeamento indica um epitopo na cadeia pesada da
TeNT, porém este mAb liga-se a cadeia leve em WB e nédo reage ao Fragmento C por
ELISA. O arranjo de epitopos foi construido com peptideos lineares e fixos no
microarray, que podem nao representar a conformagéo real da TeNT. Provavelmente,
este mAb reconhece um peptideo presente na cadeia leve da toxina, como claramente
demonstrado pelo WB. Além disso, um outro anticorpo, clonalmente relacionado ao
BUT-TT-120-10, apresentou 0s mesmos resultados em WB e ELISA.

A metodologia para a obtencdo dos anticorpos monoclonais humanos
antitetanicos proposta por esse trabalho resulta em uma quantidade grande de
anticorpos. Esses anticorpos precisam ser triados in vitro de forma a prever quais
devem ser testados in vivo, para sua caracterizagdo e também para classificacdo dos
melhores candidatos para futuro uso terapéutico. No ensaio de neutralizacao in vivo
proposto pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), para o teste de cada amostra,
€ necessario um grupo com 50 animais e um grupo controle também com 50 animais.
Visando o uso racional de animais, tentamos padronizar alguns testes como forma de
classificar e triar os exemplares que realmente possuem potencial para o ensaio in
vivo. O ToBI (HENDRIKSEN et al., 1988) é utilizado para a titulagdo in vitro de soros
policlonais, porém nao funcionou a contento para o0s anticorpos monoclonais (isolados
ou em duplas e trios) e, portanto, ndo € um preditor de neutralizacdo de mAbs.
Também realizamos teste de imunodifusao para verificar a capacidade de precipitacédo
dos mAbs, isolados ou em grupos. Porém, com a concentracdo dos mAbs obtida pela
transfeccao transitéria ndo permitia avaliar os mAbs adequadamente. Tentamos fazer
uso da plataforma zebrafish para avaliar a capacidade de neutralizacdo dos mADbs.
Primeiramente, tentamos fazer os testes com os embrifes, porém eles sdo muito
sensiveis, 0 que dificulta a padronizacdo do ensaio. Em seguida, decidiu-se testar a
toxicidade da toxina com as larvas do zebrafish, mas também néo foi possivel seguir
com 0s ensaios, pela dificuldade em estabelecer um corte confidvel entre controle
positivo e negativo, ja que algumas larvas sem adicdo de TeNT também morreram.
Iniciou-se uma tentativa de uso de softwares online para verificar a possibilidade de
usar a analise in silico para triagem dos mAbs, mas os softwares utilizados eram

gratuitos e demoravam para gerar resultados e quando geravam, a quantidade de
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dados era imensa, principalmente pelo tamanho grande das duas proteinas
analisadas (anticorpo e TeNT).

Devido a dificuldade em analisar um painel grande de anticorpos, somada a
limitacdo na expressao dos mAbs, decidimos nos dedicar aos mAbs que neutralizam
a toxina tetanica. Para a avaliacdo dos mAbs precisamos da TeNT como antigeno.
Nos testes iniciais, utilizamos a TeNT(BUT) fornecida pelo Instituto Butantan, porém
sua producédo estd suspensa e ndo ha novos lotes. Recebemos algumas amostras
estocadas, mas estavam degradadas. Como tentativa de obter o antigeno, recebemos
o vetor pET28a/TeNT R372A/Y375F, gentiimente cedido pelo Dr Stenmark
(Stockholm University), para expressarmos a toxina recombinante TeNT(RY). Essa
toxina apresenta uma His6 na porcao N terminal e, devido a duas mutac¢des pontuais
(R372A e Y375F), ndo tem atividade catalitica, ou seja, é atdéxica (ROSSETTO et al.,
2001; BLUM et al., 2014). Conseguimos expressar a toxina, porém a producdo nao
teve alto rendimento, mesmo em fermentador com condi¢des controladas. Além disso,
a utilizacdo da toxina recombinante atéxica é limitada para alguns ensaios porque se
trata de cadeia Unica, enquanto a toxina nativa possui 2 cadeias ligadas por ponte S-
S. Por fim, compramos a toxina de cultivo bacteriano produzida pela empresa List
Biologicals Laboratories, INC.

Quando o problema do antigeno foi resolvido e realizamos os ensaios, percebemos
alteracdo nas propriedades esperadas dos mAbs. N&o foi realizado um estudo de
estabilidade, mas é possivel que os mAbs tenham sofrido uma certa degradacéo
durante o periodo de espera para conseguir a TeNT. A administracdo do processo
para termos mAbs recém-expressos e TeNT para realizar os ensaios a0 mesmo tempo
foi complicada porque sao processos laboriosos. Para melhor caracterizagcdo dos
mADbs, foi decidido partir para a obtencdo de uma linhagem permanente de expressao
desses mADbs. Para termos autonomia na geracdo de linhagens permanentes de
mADbs, analisamos e montamos sequéncias para a sintese de vetores contendo
sequéncias para a expressao das regides constantes das cadeias pesada e leve
humanas. Dessa forma, € possivel clonar sequéncias de regides variavel,
possibilitando a expressao de diversos mAbs no laboratorio. Realizamos também a
compra de vetores sintetizados pela GeneArt com as regides variaveis otimizadas dos
mAbs BUT-TT-117-08 e BUT-TT-120-10, para comparagdo com as sequéncias
geradas no laboratorio. Ou seja, expressamos 0s 117T e 120T através de vetores com

as regides variaveis sintetizadas e otimizadas e os 1170 e 1200 através de vetores
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com as regides variaveis originais. Apés a montagem das sequéncias dos mAbs em
vetor pCHO, a integridade das sequéncias foi checada por sequenciamento. A
checagem correta confirmou que os vetores sintetizados possibilitam a clonagem de
qualquer regido variavel de anticorpo que se queira expressar no laboratério.

A andlise das amostras do cultivo em diferentes dias (0, 3, 5, 7, 10, 12 e 14)
mostrou diferenca na producdo de mAbs obtidos com vetores com sequéncias
sintetizadas e otimizadas (117T e 120T) e sequéncias originais (1170 e 1200). A
diferenga na producgdo ndo parece estar relacionada a IVCC e sim a produtividade
especifica das células. Portanto, o processo de otimizacdo de cédons aumentou a
producdo dos mAbs enquanto populacdo estavel mista. E possivel que a clonagem
das populagbes mistas resultantes das sequéncias originais resulte na selecéo de
clones mais produtivos.

Nos ensaios de ligacdo e de afinidade a utilizacdo da sequéncia otimizada ou
original ndo apresentou mudancas no resultado. Esse € um ponto importante ja que
se espera que a otimizacao da sequéncia altere apenas o processo de expressao do
mAD e ndo a sua funcionalidade.

Todos os mAbs testados no ensaio de afinidade cinética apresentaram baixa
dissociacao. E os mAbs 2430, 1430 e 1170 nao dissociaram no intervalo de 36000
segundos. Considerando que a TeNT é capaz de se ligar aos receptores e ser
internalizada pelos neurbnios, e que, apds a internalizacdo, ndo € possivel a
neutralizacdo da TeNT, é importante que os anticorpos antitetanicos se liguem a TeNT

e permanecam ligados para conseguirem neutralizar a acdo da toxina.
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6 CONCLUSOES

-Os anticorpos que se ligam a TeNT também reconhecem o TT.

-No ensaio in vivo, a capacidade de bloqueio parcial da ligacdo da TeNT ao
Fragmento C nédo foi suficiente, nas concentracfes testadas, para neutralizacao da

toxina in vivo.

-Nas condigbes testadas, somente a mistura de trés mAbs que se ligam a
diferentes dominios da TeNT foi neutralizante.

- A ligacédo a diferentes dominios da TeNT foi importante para a neutralizacao
verificada no ensaio in vivo, demonstrando a importancia do sinergismo para a acéo

neutralizante da toxina.

-E possivel neutralizar a TeNT bloqueando dominios que n&o sejam o de

ligacdo aos receptores de membrana.

-O ensaio ToBI, que é utilizado para a titulacao in vitro de soros policlonais, ndo

funcionou para a titulagao dos anticorpos monoclonais (isolados ou em duplas e trios).

-Os mAbs BUT-TT-117-08 e BUT-TT-140-08 foram capazes de inibir préximo
de 100% a ligacdo da TeNT ao GT1b.

-Houve diferenca na produtividade especifica dos mAbs obtidos com vetores

com sequéncias com codons otimizados e sequéncias originais.

- Os mAbs apresentaram baixa ou nenhuma dissociag&o, no tempo de 36000s,
no ensaio de Afinidade cinética, sugerindo avidez alta dos mAbs e farmacocinética

favoravel para anticorpos com potencial terapéutico.
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ANEXO A — SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA TOXINA TETANICA

UniProtkB- P04958 (TETX_CLOTE):

MPITINNFRYSDPVNNDTIIMMEPPYCKGLDIYYKAFKITDRIWIVPERYEFGTKPEDF
NPPSSLIEGASEYYDPNYLRTDSDKDRFLQTMVKLFNRIKNNVAGEALLDKIINAIPYL
GNSYSLLDKFDTNSNSVSFNLLEQDPSGATTKSAMLTNLIIFGPGPVLNKNEVRGIVL
RVDNKNYFPCRDGFGSIMQMAFCPEYVPTFDNVIENITSLTIGKSKYFQDPALLLMH
ELIHVLHGLYGMQVSSHEIIPSKQEIYMQHTYPISAEELFTFGGQDANLISIDIKNDLYE
KTLNDYKAIANKLSQVTSCNDPNIDIDSYKQIYQQKYQFDKDSNGQYIVNEDKFQILY
NSIMYGFTEIELGKKFNIKTRLSYFSMNHDPVKIPNLLDDTIYNDTEGFNIESKDLKSE
YKGQNMRVNTNAFRNVDGSGLVSKLIGLCKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELCI
KIKNEDLTFIAEKNSFSEEPFQDEIVSYNTKNKPLNFNYSLDKIIVDYNLQSKITLPNDR
TTPVTKGIPYAPEYKSNAASTIEIHNIDDNTIYQYLYAQKSPTTLQRITMTNSVDDALIN
STKIYSYFPSVISKVNQGAQGILFLQWVRDIIDDFTNESSQKTTIDKISDVSTIVPYIGP
ALNIVKQGYEGNFIGALETTGVVLLLEYIPEITLPVIAALSIAESSTQKEKIIKTIDNFLEK
RYEKWIEVYKLVKAKWLGTVNTQFQKRSYQMYRSLEYQVDAIKKIIDYEYKIYSGPD
KEQIADEINNLKNKLEEKANKAMININIFMRESSRSFLVNQMINEAKKQLLEFDTQSK
NILMQYIKANSKFIGITELKKLESKINKVFSTPIPFSYSKNLDCWVDNEEDIDVILKKSTI
LNLDINNDIISDISGFNSSVITYPDAQLVPGINGKAIHLVNNESSEVIVHKAMDIEYNDM
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLEQYGTNEYSIISSMKKHSLSIGSGWSVSLKGNNLIWT
LKDSAGEVRQITFRDLPDKFNAYLANKWVFITITNDRLSSANLYINGVLMGSAEITGL
GAIREDNNITLKLDRCNNNNQYVSIDKFRIFCKALNPKEIEKLYTSYLSITFLRDFWGN
PLRYDTEYYLIPVASSSKDVQLKNITDYMYLTNAPSYTNGKLNIYYRRLYNGLKFIIKR
YTPNNEIDSFVKSGDFIKLYVSYNNNEHIVGYPKDGNAFNNLDRILRVGYNAPGIPLY
KKMEAVKLRDLKTYSVQLKLYDDKNASLGLVGTHNGQIGNDPNRDILIASNWYFNHL
KDKILGCDWYFVPTDEGWTND
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ANEXO B — OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS

Tabela 9. Oligonucleotideos utilizados na nested PCR

12 Reacédo -
Cadeiay

22 Reacdo -
Cadeiay

12 Reacédo -
Cadeia k

22 Reacéo -
Cadeia k

12 Reacédo -
Cadeia A

22 Reacéo -
Cadeia A

F

m XU M 3T

m XU T T

R
F

Oligonucleotideo

5'L-VH 1
5'L-VH 3
5'L-VH 4/6
5'L-VH 5
IGHV1,7-X1
IGHV1-X1-041
IGHV2-X1-036
VH3 Leader-A
RM-IGHV4-X1
3' Cgama CH1
RMX2-A
3'IgG (internal)
5'L Vk %2

5L Vk 3
5'LVk4

3' Ck 543

5" Pan Vk

3" Ck 494

5'L Vlambda 1
5'L Vlambda 2
5L Vlambda 3
5'L Vlambda 4/5
5'L Vlambda 6
5'L Vlambda 7
5'L Vlambda 8
3’ Clambda

5' Agel Vlambda 1
5' Agel Vlambda 2
5" Agel Vlambda 3
5' Agel Vlambda 4/5
5' Agel Vlambda 6
5’ Agel Vlambda 7/8

Sequéncia 5'-3'
ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG
AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG
CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG
CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG
ATGGACTGGACCTGGAG
TCCTCTTTGTGGTGGCAGCAGC
TCCACGCTCCTGCTRCTGAC
TAAAAGGTGTCCAGTGT
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCC
GGAAGGTGTGCACGCCGCTGGTC
AGGTGCAGCTGCTGGAGTCKGG
GTTCGGGGAAGTAGTCCTTGAC
ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG
CTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG
ATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTG
GTTTCTCGTAGTCTGCTTTGCTCA
ATGACCCAGWCTCCABYCWCCCTG
GTGCTGTCCTTGCTGTCCTGCT
GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG
GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG
GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG
GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG
GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG
GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG
GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG
CACCAGTGTGGCCTTGTTGGCTTG

CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG
CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG
CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG
CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA
CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG
CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG
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R 3’ Xhol Clambda CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG
12 Reacdo - F 5' h b-actin GAACCCCAAGGCCAACCGCGA
B actina :

R 3' h b-actin CACGCACGATTTCCCGCTC

Fonte: (Wardemann and Kofer 2013)

Tabela 10. Oligonucleotideos utilizados na PCR especifica

Oligonucleotideo Sequéncia 5'-3'
Cadeiay 5' Agel VH 1/4/6 CTGCAACCGGTGTACATTCC[FWR1]
5' Agel VH 3/7 CTGCAACCGGTGTACATTCT[FWR1]
3' Sall JH 1/2/4/5 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCAG
3'Sall JH 3 TGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGGTGACCATTG
3' Sall JH 6 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCGTG
Cadeia k 5' Agel Vk CTGCAACCGGTGTACAT[FWR1]
3'BsiWI Jk Y4 GCCACCGTACGTTTGATYTCCACCTTGGTC
3' BsiWI Jk 2 GCCACCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTC
3'BsiWI Jk 3 GCCACCGTACGTTTGATATCCACTTTGGTC
3'Bsi WIJk 5 GCCACCGTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTC
Cadeia A 5" Agel VA 1 CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG
5' Agel VA 2 CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG
5'Agel VA 3 CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG
5' Agel VA 4/5 CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA
5' Agel VA 6 CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG
5'Agel VA 7/8 CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG
3' Xhol CA CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG

Fonte: (Wardemann and Kofer 2013)



