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RESUMO

Neste trabalho a tecnologia de phage display foi empregada para selecionar: 1)
anticorpos recombinantes anti-imunoglobulinas G e M humanas; e 2) mimotopos de
Treponema pallidum e de virus linfotrépico de células T humanas (HTLV). 1) Genes
correspondentes as cadeias variaveis de imunoglobulinas — obtidos a partir do baco
de camundongos imunizados com as fracdes Fc de IgG e Fc5u de IgM — foram
unidos na forma de segmentos codificantes de anticorpos recombinantes scFv, que
foram inseridos no genoma de fagos filamentosos e expressos de modo a serem
expostos na superficie viral, fusionados a uma proteina do capsideo. As bibliotecas
de anticorpos assim geradas foram entdo selecionadas frente ao mesmo antigeno
empregado na imunizagao: apesar de terem sido obtidos fagos expondo fragmentos
scFv com forte afinidade pela porcao Fc5u de IgM, ndo foi possivel individualiza-los
de maneira bem sucedida, o que impediu a adequada caracterizacdo dos mesmos.
2) Bibliotecas de peptideos Ph.D. da New England Biolabs foram submetidas a
selecdo frente a anticorpos monoclonais anti-T. pallidum e anti-HTLV. Embora n&o
tenham sido encontrados peptideos com elevada reatividade por este ultimo, ao
menos trés sequéncias apresentando forte afinidade pelo anticorpo anti-T. pallidum
foram selecionadas e isoladas com sucesso. Tais peptideos podem representar
excelentes alternativas aos antigenos atualmente empregados no diagnostico de
sifilis, e demonstram que a metodologia de phage display pode contribuir para a
nacionalizacdo da producdo de reagentes para imunodiagnéstico, tornando mais
eficiente a fabricacdo dos mesmos e impulsionando a geracdo de novos insumos.

Palavras-chave: phage display, imunodiagndstico, anti-anticorpos, mimotopos,
sifilis, HTLV.



ABSTRACT

In this work phage display technology was employed to screen: 1) antibodies against
human 1gG and IgM immunoglobulins; and 2) mimotopes for Treponema pallidum
and human T-lymphotropic virus (HTLV). 1) Genes encoding the variable chains of
antibodies — originated from spleen cells of mice immunized with Fc IgG and Fc5p
IgM — were fused to generate segments encoding scFv recombinant antibodies,
which were then inserted in the genome of filamentous phage and expressed so as
to be displayed at the viral surface, fused to a capsid protein. The antibody libraries
thus obtained were then screened against the same antigen employed in the
immunization step: Although clones displaying scFv fragments with strong affinity for
Fc5u IgM were obtained, it was not possible to successfully individualize them,
preventing their proper characterization. 2) New England Biolabs’ Ph.D. peptide
libraries were screened against anti-T. pallidum and anti-HTLV monoclonal
antibodies. Although peptides with high reactivity for the latter could not be found, at
least three sequences showing strong affinity for the anti-T. pallidum antibody were
successfully selected and isolated. These peptides can represent promising
alternatives to the antigens currently used in the diagnosis of syphilis, and show that
phage display technology can contribute to nationalize the production of diagnostic
reagents, making their manufacture more efficient and stimulating the generation of
novel products.

Keywords: phage display, immunodiagnosis, anti-antibodies, mimotopes, syphilis,
HTLV.
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1 INTRODUCAO

A producédo de kits e reagentes para diagnéstico € um segmento econdmico
gue movimenta mundialmente cerca de 25 bilhdes de ddlares por ano, e se
caracteriza pelo intenso desenvolvimento e incorporagcdo de novas tecnologias e
estratégias de pesquisa. A balanca comercial brasileira apresenta, no entanto, um
saldo negativo da ordem de US$ 200 milhdes nesse mercado, e a industria nacional
de insumos para diagnostico é caracterizada por produtos de baixo valor agregado e
reduzida densidade tecnoldgica, cuja fabricacdo se concentra em um numero restrito
de empresas, em geral instituices publicas de ciéncia e tecnologia (GADELHA,
2008). Considerando que diversos programas nacionais de saude publica se
fundamentam em analises laboratoriais para o adequado desenvolvimento de suas
acoes, tal cenario torna evidente a dependéncia do pais por reagentes importados.

Nesse sentido, o presente trabalho se propbe a contribuir com a
nacionalizacdo da producéo de reagentes moleculares empregados em diagndéstico
sorologico de doencas. A tecnologia do DNA recombinante é aqui utilizada em
conjunto com a técnica de phage display na selecéo e caracterizacdo de anticorpos
recombinantes contra imunoglobulinas IgG e IgM humanas, e também peptideos que
mimetizam determinantes antigénicos de Treponema pallidum e de virus linfotropico
de células T humanas (HTLV). Além de demonstrar a aplicabilidade da estratégia
adotada na obtencdo de reagentes de elevada afinidade e especificidade, os
insumos obtidos podem vir a representar excelentes alternativas aos antigenos

atualmente empregados em diagndstico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IMUNOGLOBULINAS

Anticorpos ou imunoglobulinas sdo glicoproteinas responsaveis pelo
reconhecimento de antigenos, papel fundamental para o adequado desenvolvimento
da resposta imune de organismos vertebrados (revisado por ABBAS et al., 2008).
Sintetizadas por plasmacitos, células derivadas de linfocitos B, essas moléculas sao
formadas por duas cadeias leves (L, light) e duas cadeias pesadas (H, heavy),
ligadas entre si por pontes dissulfeto. Cada cadeia pode ainda ser dividida em
regides constantes (C) e variaveis (V) (Figura 01).

Apesar de ndo covalente, a interacdo entre um anticorpo e um epitopo
(porcdo do antigeno com potencial para desencadear uma resposta imunoldgica) é
normalmente forte e extremamente especifica. Cada individuo apresenta uma
imensa variedade de anticorpos, capazes de interagir com uma infinidade de
antigenos: essa diversidade é gerada por eventos de recombinacdo nos genes que
codificam as regides V, particularmente em trés segmentos hipervariaveis
compostos cada um por 5 a 17 aminoacidos (RUBINSTEIN et al., 2008). Séo estes
segmentos, denominados regides determinantes de complementaridade (CDRS),

gue formam o sitio de ligacdo com o antigeno (revisado por ROITT et al., 2002).

FIGURA 01 — Representacéo de anticorpos IgG (a) e IgM pentamérico (b).
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LEGENDA: C: regido constante; V: regido
variavel; H: cadeia pesada; L: cadeia leve;
CDRs: regides determinantes de
complementaridade; -s-s-: ponte dissulfeto.
FONTE: adaptado de ALBERTS et al., 2008.
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A porcdo constante da cadeia leve € responsavel pela interacdo da
imunoglobulina com receptores do sistema imune. Mamiferos apresentam cinco
isotipos de Cy (o, 9, €, Y € w) que definem cinco classes de anticorpos (IgA, IgD, IgE,
lgG e IgM), cada uma com papéis distintos. Em humanos e camundongos séo
encontrados ainda dois isotipos de C_(k e 1), em principio ndo relacionados a
funcbes especificas. Qualquer cadeia L pode se associar a qualquer cadeia H, mas
em um dado anticorpo as duas cadeias H sdo sempre as mesmas, bem como as
duas regides L (revisado por ABBAS et al., 2008).

Imunoglobulinas M podem ser encontradas na superficie de células B, na
forma monomérica, ou secretadas como pentameros (Figura 01) (GEISBERGER et
al., 2006). Sao os primeiros anticorpos produzidos em resposta a qualquer antigeno,
mas permanecem no organismo por um curto periodo. Ja as imunoglobulinas G séo
produzidas em quantidades superiores as das demais classes, e sdo consideradas
as principais responsaveis pela imunidade humoral (mediada por anticorpos) de um
organismo (PIER et al., 2004). Em comparacédo a IgM, a producédo de IgG se inicia
mais tardiamente e se estende por periodos mais longos, muitas vezes pelo resto da
vida do individuo (revisado por ABBAS et al., 2008).

Dessa forma, altas concentracbes de IgM estdo relacionadas a infeccbes
agudas ou recentes, enquanto quantidades elevadas de 1gG, sem tracos de IgM,
indica infeccdo crbnica ou tardia. Portanto, a deteccdo e a dosagem desses
anticorpos no soro de infectados pode indicar 0 estagio em que se encontra uma
determinada doenca, permitindo estabelecer mais adequadamente as estratégias de
tratamento (JIN et al., 2005; GOMEZ et al., 2010).

O interesse no estudo da estrutura de anticorpos e de sua interacdo com
antigenos, bem como sua aplicabilidade em diagndstico e terapéutica, estimulou o
desenvolvimento de técnicas in vivo e in vitro para producao dessas moléculas. Um
avanco nesse sentido foi a tecnologia do hibridoma (KOHLER & MILSTEIN, 1975)
gue permite a obtencdo de anticorpos monoclonais, moléculas capazes de interagir
com um unico epitopo — diferente de pools de anticorpos policlonais, com
especificidades diversas. Entretanto, custos elevados e o longo tempo de producéo
ainda limitam a ampla utilizacdo dessa estratégia (CABILLY et al., 1984).

Outra possibilidade é a producdo de anticorpos em bactérias (CABILLY et
al., 1984) e leveduras (WOOD et al., 1985), envolvendo a clonagem do gene que

codifica a imunoglobulina em um vetor adequado, inser¢cdo do vetor no
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microrganismo, inducdo da expressdo e purificacdo do produto final. Anticorpos
inteiros produzidos dessa forma geralmente apresentam baixa eficiéncia de
montagem e reduzida atividade, mas para aplicacdes que nao requerem a funcgao
efetora do sistema imune que é desencadeada por Cy, € possivel expressar
somente V. e V4 (HUSTON et al., 1991).

Ao clonar as porgfes varidveis em um mesmo plasmideo e expressa-las em
Escherichia coli, SKERRA e PLUCKTHUN (1988) obtiveram a molécula Fv
(Fragment, variable), o menor dominio de imunoglobulina capaz de interagir com o
antigeno (Figura 02). Como V. e V4 ndo interagem covalentemente, a estabilidade
desse fragmento € geralmente baixa (ARNDT et al., 1998), problema que pode ser
contornado pela geracdo de um fragmento variavel de cadeia Unica (scFv — single-
chain Fragment, variable). Essa molécula € obtida por meio de uma PCR de fuséao,
com a insercdo de uma sequéncia que codifica um linker de 7 a 20 aminoacidos
(BIRD et al.,, 1988) ou pela adicdo de cisteinas para formacdo de uma ponte
dissulfeto (YOUNG et al., 1995; WORN & PLUCKTHUN, 2001).

FIGURA 02 — Representacédo de um anticorpo IgG e seus fragmentos.

LEGENDA: Fc: fragmento cristalizavel; Fab: fragmento de ligacdo ao antigeno (antigen-binding);
F(ab’)2: dois Fabs unidos por pontes dissulfeto; Fv: fragmento variavel. FONTE: LEPREVOST, 2006.

O desenvolvimento de terapias e diagndsticos in vivo de tumores € um
campo de pesquisa que vem sendo imensamente beneficiado pelo emprego de
anticorpos recombinantes. A fusdo de Fv com moléculas fluorescentes
(RAMJIAWAN et al., 2000) e quimioterapicos (HEITNER et al.,, 2001) permite o
direcionamento dessas moléculas para células-alvo especificas, facilitando a

deteccdo e evitando possiveis efeitos adversos. Destaca-se ainda o emprego de
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fragmentos scFv na neutralizacdo de toxinas de veneno de animais (DEVAUX et al.,
2001), deteccdo de poluentes organicos (BROMAGE et al., 2007) e analise de
qualidade na industria alimenticia (VICO et al., 2010).

Além disso, em imunoensaios sorolégicos a substituicdo de anticorpos
originados de hibridomas por moléculas recombinantes pode, em muitos casos,
reduzir custos e refinar a reatividade. Nesse sentido merecem destaque o emprego
de moléculas scFv no diagndstico da raiva (RAY et al., 2001), hepatite B (SANCHEZ
et al., 1999) doencas virais (FEHRSEN et al., 2005), e na deteccdo de prions
(NAKAMURA et al., 2004) e metabdlitos de drogas (MOGHADDAM et al., 2003).

2.2 SIFILIS E Treponema pallidum

A sifilis € uma doenca infecciosa cronica que vem ha séculos traz prejuizos
a humanidade e, apesar de haver tratamento eficaz e de baixo custo, permanece
ainda hoje como grave problema de saude publica, (AVELLEIRA & BOTTINO, 2006).
E transmitida majoritariamente por meio de rela¢des sexuais — 0 que a caracteriza
como doenca sexualmente transmissivel (DST) — e também pela via vertical, que
ocorre da mae para o feto e ocasiona a sifilis congénita. Transfusdes sanguineas
também podem transmitir a doenca caso ndo sejam adotados os devidos
procedimentos de hemovigilancia (BRASIL, 2004).

A sifilis se disseminou rapidamente pela Europa no século XV, tornando-se
uma praga mundial nos séculos seguintes. A descoberta da penicilina no inicio do
século XX possibilitou que a doenca fosse devidamente tratada e controlada, até
gue mudancas no comportamento sexual da populacéo ocorridas a partir da década
de 1960 ocasionaram uma onda de disseminacdo de DSTs, com destaque para o
advento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Este cenario renovou 0
interesse pelo estudo da sifilis e tornou evidente a necessidade de se desenvolver
estratégias eficientes para seu controle (ROMPALO et al., 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2001), no mundo todo surgem
anualmente 340 milhdes de novos casos de DSTs passiveis de cura (sifilis,
gonorreia, clamidia e tricomoniase). No Brasil sdo 12 milh6es de novos casos a cada
ano, com uma incidéncia geral de sifilis de 496 infectados para 100 mil habitantes,

namero que evidencia a gravidade da enfermidade no pais (BRASIL, 2005).
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2.2.1 Treponema pallidum

A sifilis é causada pela bactéria gram-negativa Treponema pallidum subsp.
pallidum, ou simplesmente T. pallidum conforme a classificacdo taxonomica atual
(Figura 03). E um organismo pertencente ao filo Spirochaetes e a familia
Treponemataceae, que inclui também os géneros Leptospira e Borrelia, ambos de
grande importancia para a saude humana (AVELLEIRA & BOTTINO, 2006). O
género Treponema engloba mais trés espécies de relevancia médica: T. endemicum,
agente causador da sifilis endémica; T. pertenue, associado & bouba ou framboesia;
e T. carateum, patégeno que causa a pinta; (NORRIS & WEINSTOCK, 2006).

FIGURA 03 — Treponema pallidum em laranja associado a um linfécito humano, em roxo (a)

e classificacdo taxonémica do microrganismo (b).

b)

Classificacao taxondmica:

Reino: Eubacteria

Filo: Spirochaetes

Classe: Spirochaetes

Ordem: Spirochaetales

Familia: Spirochaetaceae

Género: Treponema

Espécie: T. pallidum

FONTE: PORCELLA & SCHWAN, 2001.
ESCALA: ndo divulgada. FONTE: BISBY et al., 2010.

T. pallidum possui forma espiral / helicoidal, com 6 a 15 ym de comprimento
e aproximadamente 0,2 um de espessura. Estas dimensdes estdo abaixo do poder
de resolucdo de microscopios Opticos de campo claro, de forma que os treponemas
sdo observaveis somente por métodos como microscopia eletrdnica ou de campo
escuro (LAFOND & LUKEHART, 2006). Esses organismos sao fracamente corados
pelas técnicas convencionais de coloracdo de bactérias; desse fato surgiu a
designacao pallidum, pélido em latim (AVELLEIRA & BOTTINO, 2006).
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Treponemas apresentam duas membranas celulares (LEWIS & YOUNG,
2006). A externa € composta por acido N-acetil-muramico e N-acetil-glucosamina,
como as de outras bactérias gram-negativas (AVELLEIRA & BOTTINO, 2006), mas
apresenta baixa antigenicidade devido a auséncia de lipopolissacarideos (LAFOND
& LUKEHART, 2006). J4 a camada interna € formada por lipoproteinas (YELTON et
al.,, 1991), proteinas de ligagdo a penicilina (RADOLF et al., 1989) e fosfolipidios
acidos denominados cardiolipinas (MADIGAN et al., 2003). Apesar da grande
proporcao de elementos antigénicos, essa membrana possui fraca imunogenicidade
pelo fato de ser envolvida pela camada externa (CASTRO, 2004). A resposta
imunoldgica do hospedeiro é induzida principalmente pelas proteinas constituintes
dos flagelos, que percorrem o microrganismo de uma extremidade a outra e séo
responsaveis pela sua locomocéao (IZARD & LIMBERGER, 2006).

T. pallidum possui um cromossomo circular formado por 1138006 pares de
base (pb) e que apresenta 1041 sequéncias codificantes preditas (FRASER et al.,
1998). Sessenta e sete destas sequéncias sdo genes associados a patogenicidade
(CASTRO, 2004), com destaque para 0s genes tpr, que codificam proteinas de
superficie como porinas e adesinas (GRAY et al., 2006). A quantidade, organizacéo
e variabilidade desses elementos indica que 0s mesmos constituem um sistema de
variacdo antigénica capaz de dificultar o reconhecimento do patdgeno pelos
anticorpos do hospedeiro, sendo caracterizado, portanto, como um mecanismo de
evasado imunolégica (CENTURION-LARA, 2006).

2.2.2 Patogenia

A sifilis se desenvolve em multiplos estagios e apresenta uma grande
variedade de manifestacdes clinicas, acometendo praticamente todos os 6rgaos do
hospedeiro. A infeccdo se inicia quando o treponema, presente em lesdes
contagiantes na regido anogenital de um organismo contaminado, infecta outro
individuo através das mucosas e pequenas abrasdes dérmicas decorrentes da
relacdo sexual (AVELLEIRA & BOTTINO, 2006).

O patégeno inicia entdo sua difusdo pelo organismo hospedeiro por meio
dos vasos sanguineos e linfaticos, processo conhecido como disseminagéo

hematogénica (RADOLF et al., 2006). O estagio primario da sifilis se manifesta nas
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trés semanas seguintes e € caracterizado pelo aparecimento de pequenas lesfes
(cancros) no local da inoculagdo e pelo crescimento anormal de linfonodos
(linfoadenopatia) nas regides adjacentes (LAFOND & LUKEHART, 2006).

A sifilis secundaria se inicia cerca de trés meses apos a infeccado e seus
sintomas sé@o decorrentes da disseminacdo hematogénica. Lesdes palidas surgem
na regido toracica, e erupgdes mucocutaneas avermelhadas (exantemas) aparecem
nas palmas das maos e solas dos pés. Podem também surgir lesdes necroéticas
(DON et al.,, 1995), condilomas (verrugas infecciosas na regidao anogenital) e
linfoadenopatia generalizada (HIRA et al., 1987), além de complicacdes renais,
gastricas e hepatite (MULLICK et al., 2004).

Caso ndo haja tratamento, esse estagio geralmente cessa em cerca de trés
meses, mas a infeccdo permanece latente por tempo indeterminado. Podem ocorrer
manifestacbes secundarias recorrentes e complicacbes neurolégicas que
caracterizam um quadro clinico denominado neurossifilis, associado a dores de
cabeca, nauseas, vomitos, rigidez na nuca, perda de audicdo e disturbios visuais,
entre outros sintomas (HOOK & MARRA, 1992).

Gracas a difusdo do tratamento com penicilina, manifestacfes tardias da
sifilis sdo incomuns atualmente, mas segundo GJESTLAND (1955) apud LAFOND &
LUKEHART (2006), um terco dos infectados latentes podem vir a desenvolver o
estagio terciario da doenca. Os sintomas aparecem de 20 a 40 anos apés a
contaminacdo e incluem inflamacBes progressivas que causam gomas, lesdes
nodulares e granulomatosas com necrose central que acometem pele e 0ssos. As
mortes sdo decorrentes principalmente de complicacbes cardiovasculares, como
insuficiéncia adrtica e aneurisma (sifilis cardiovascular) (ROSAHN, 1947 apud
LAFOND & LUKEHART, 2006).

Além desses estagios, merece também destaque a condicdo clinica
denominada sifilis congénita. A transmissao de T. pallidum da mée para o feto pela
via placentaria pode ocorrer em qualguer momento da gravidez ou estagio da
doenca materna, embora seja mais frequente durante o primeiro ano da infeccao,
guando é maior a quantidade de treponemas na circulacdo sanguinea da gestante
(SHEFFIELD et al., 2002). A crianca também pode ser contaminada durante o parto,
pelo contato com lesdes genitais maternas (SILVA, 2009).

O tratamento nos primeiros seis meses da gravidez geralmente previne a

transmissdo e 0 nascimento prematuro, aborto ou O6bito fetal. Recém-nascidos
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infectados desenvolvem sintomas semelhantes a sifilis secundéria, e podem falecer
nas primeiras semanas de vida devido a infeccbes bacterianas, hemorragia
pulmonar e hepatite (CHAPEL, 1988). Manifestacdes tardias, a partir dos dois anos
de vida, incluem malformacfes 6sseas (fronte olimpica, palato em ogiva), surdez,

deficiéncia mental, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia e anemia (SILVA, 2009).

2.2.3 Diagnostico laboratorial

A sifilis pode ser diagnosticada por métodos laboratoriais diretos ou
indiretos. Os primeiros permitem evidenciar a presenca do patégeno em amostras
clinicas, enquanto os ultimos detectam anticorpos contra o patdgeno no soro dos
individuos infectados.

A microscopia de campo escuro € um metodo direto que permite diferenciar
T. pallidum de outras bactérias em amostras teciduais de lesdes umidas e aspirados
de linfonodo devido a caracteristicas morfologicas e de mobilidade distintas (DYCK
et al., 1999, RODRIGO & SILVA, 2003). E um exame de execucdo simples, mas que
apresenta limitacbes particularmente quanto a sua especificidade. Resultados
positivos ndo confirmam necessariamente a doenca, pois T. pallidum pode ser
confundido com outras espiroquetas, enquanto falso-negativos podem ser
decorrentes de fatores técnicos (CASTRO, 2004).

Outro método direto, o Direct Fluorescent Antibody Treponema pallidum
(DFA-TP), € um ensaio de imunofluorescéncia capaz de evidenciar a presenca do
treponema em amostras clinicas pela marcacdo com anticorpos especificos
conjugados a isotiocianato de fluoresceina e subsequente observacdo em
microscopio de fluorescéncia (CASTRO, 2004). O DFA-TP é um teste mais
complexo que a microscopia de campo escuro, mas apresenta maior sensibilidade e
especificidade e ndo requer que as amostras sejam analisadas imediatamente apos
a coleta (BASEMAN & HAYES, 1980).

Os meétodos indiretos para diagnostico da sifilis s&o classificados em
treponémicos e nao treponémicos. Os primeiros sdo em geral mais sensiveis e
especificos (RODRIGO & SILVA, 2003), mas também mais complexos e custosos, e
podem conferir resultados positivos com titulos baixos por toda a vida do paciente,

mesmo apoés a resolucdo da sifilis; esta condicdo € denominada cicatriz sorologica
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(AVELLEIRA & BOTTINO, 2006). Assim, a pratica laboratorial corrente recomenda a
utilizacdo de um teste nao treponémico e de um treponémico para confirmagao do
diagnostico de sifilis (BRASIL, 2004).

Exames néo treponémicos, como o Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL) e o Rapid Plasma Reagin (RPR), sdo testes de floculacao de facil execucao
e baixo custo, indicados para acompanhamento e avaliagdo da eficacia do
tratamento da sifilis. S&o capazes de detectar no soro dos pacientes anticorpos nao
especificos que interagem com cardiolipina e lipoproteinas de T. pallidum (DYCK et
al., 1999). No entanto, tais ensaios podem fornecer resultados falso-positivos para
gestantes e pacientes com doencas virais e doencas autoimunes como lUpus e
artrite reumatoide, pelo fato de também reagirem com fosfolipidios liberados pela
destruicao do endotélio vascular do individuo (SILVA, 2009).

O VDRL emprega como antigeno uma solucdo alcodlica composta por
cardiolipina, lecitina e colesterol, e seu resultado é analisado em microscopio
(LAFOND & LUKEHART, 2006). O RPR € uma modificagdo do VDRL que utiliza
também cloreto de colina, reagente que elimina a necessidade de uma etapa prévia
de inativacdo da amostra (JENUN & OTT, 1991), e particulas de carvdo que
permitem a visualizacdo direta da floculacdo, dispensando a necessidade de
observacdo em microscopio (DYCK et al., 1999).

Exames treponémicos, como o Treponema pallidum Hemagglutination Assay
(TPHA) e o Fluorescent Treponema Antibody Absorbed (FTA-Abs), detectam
imunoglobulinas especificas contra T. pallidum no soro de infectados, e utilizam
como antigeno o préprio microrganismo ou algumas de suas moléculas constituintes.
O TPHA emprega eritrécitos de galinha sensibilizados com extratos de T. pallidum:
caso estejam presentes no soro analisado, anticorpos anti-treponema aglutinam com
os eritrécitos formando uma rede difusa; na auséncia de anticorpos ndo ocorre
aglutinacao e os eritrécitos sedimentam (DYCK et al., 1999).

O FTA-Abs € um método de imunofluorescéncia indireta que se torna reativo
cerca de quinze dias apds o inicio da infeccdo. Quando anticorpos anti-T. pallidum
estdo presentes no soro, a interacdo com o antigeno é observada em microscépio
de fluorescéncia pela adi¢cdo de um anticorpo anti-humano conjugado a fluoresceina
(LAFOND & LUKEHART, 2006). O FTA-Abs é passivel de automacdo e a

interpretacdo de seu resultado ndo depende do operador, o que diminui a
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possibilidade de erro. No entanto, resultados falso-positivos podem ocorrer em
pacientes com hanseniase, maléria, leptospirose e lupus (BRASIL, 2004).

Cinco proteinas de T. pallidum vém sendo amplamente utilizadas para
captura de anticorpos nos testes de diagnostico soroldgico da sifilis: TpN15, TpN17,
TpN47, TmpA e TpN37 (revisado por SAMBRI et al., 2001). Esta ultima é um
componente estrutural do flagelo, enquanto as demais foram caracterizadas como
proteinas de membrana — TpN15, TpN17 e TpN47 sao lipoproteinas (revisado por
SATO et al.,, 1999). Conforme a configuracdo do método de deteccdo, estas
moléculas podem ser empregadas na forma nativa ou recombinante, em diferentes

combinacgdes e proporgdes (SAMBRI et al., 2001).

2.3 HTLV E INFECCOES ASSOCIADAS

O virus linfotropico de células T humanas (human T-lymphotropic virus,
HTLV) foi descrito pela primeira vez por POIESZ e colaboradores em 1980. Dois
anos mais tarde, KALYANAMARAN e colaboradores identificaram uma segunda
variante do virus, denominada HTLV-2 — a primeira passou entdo a ser chamada
HTLV-1. Este foi o primeiro retrovirus associado a uma neoplasia em humanos, o
linfoma de células T (BORDUCCHI et al.,, 1999), aléem de ser responsavel pela
paraparesia espastica tropical (GESSAIN et al., 1985).

Atualmente a infeccdo por HTLV-1 apresenta focos de endemicidade
distribuidos por todo o mundo (KAZANJI & GESSAIN, 2003), com destaque para o
sudoeste do Japdo, ilhas do Caribe, América do Sul e Africa equatorial (BRASIL,
2004). O HTLV-2 é mais encontrado no ocidente, principalmente em usuarios de
drogas injetaveis e grupos indigenas no continente americano. No Brasil ha focos
endémicos do HTLV-1 na Regido Nordeste e do HTLV-2 na Amazénia (LIMA, 2006).

Diversos estudos indicam a via sanguinea como a mais eficiente forma de
transmissao do HTLV (revisado por MANNS et al., 1999). O virus também pode ser
transmitido verticalmente — via placenta, durante o parto natural e pelo aleitamento
(BRASIL, 2004) — e ainda sexualmente — sendo mais eficiente do homem para a
mulher do que o inverso, fato possivelmente devido a quantidade de linfécitos

infectados liberada durante a ejaculagédo (MANNS et al., 1999).
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2.3.1 Virus linfotrépico de células T humanas

O HTLV (Figura 04) € um retrovirus da subfamilia Orthoretrovirinae (a
mesma do HIV) e do género Deltaretrovirus. Seu nucleo (core) possui diametro
aproximado de 90 nm e é composto pelas proteinas do capsideo, do nucleocapsideo
e da matriz (respectivamente p24, pl15 e p19, com os numeros correspondendo a
massa molar das proteinas, em kDa). Essa estrutura € envolvida por um envelope
lipoprotéico formado pelas glicoproteinas transmembrana (gp21) e de superficie
(gp46), conferindo ao virion cerca de 120 nm de diametro (LIMA, 2006).

FIGURA 04 — Estrutura de um Deltaretrovirus (a) e micrografia eletrébnica do HTLV-1, em
verde, infectando um linfécito T humano, em amarelo (b).
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FONTE: adaptado de EXPASY, 20009. FONTE: KUNKEL, S.D.

Os genomas de HTLV-1 e 2 possuem respectivamente 8507 e 8952 pb
(COFFIN et al., 1997; SHIMOTOHNO et al., 1985) e compartilham 65% da
sequéncia de nucleotideos (BRASIL, 2004). O material genético do HTLV é formado
por duas fitas de RNA de polaridade positiva e é constituido pelos genes gag, pol e
env e pelas sequéncias reguladoras LTR (long terminal repeat) (Figura 05). A regido
env codifica uma proteina de 67 kDa que origina os componentes do envelope p46 e
gp21, enquanto o gene gag codifica uma poliproteina de 53 kDa que, ao ser clivada
pelo produto do gene pro, gera as proteinas pl19, p24 e pl5. Essa protease é
também responséavel pelo processamento do produto do gene pol, dando origem a
uma transcriptase reversa e uma integrase (LIMA, 2006).
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FIGURA 05 — Representacdo do genoma e do proteoma do HTLV.
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LEGENDA: LTR: repeticGes longas terminais; gag: codifica as proteinas da matriz (p19), do capsideo
(p24) e do nucleocapsideo (p15); pol: codifica uma transcriptase reversa (TR) e uma integrase (IN);
pro: codifica a protease (PR) que atua no processamento dos produtos de gag e pol; rex: codifica
p27 e p21, que regulam a expressao génica viral; env: codifica as glicoproteinas transmembrana
(gp21) e de superficie (gp46); tax: codifica a fosfoproteina p40tax, indutora da transcricao.

FONTE: adaptado de EXPASY, 2009.

O genoma do HTLV difere do material genético dos demais retrovirus pela
presenca dos genes tax e rex. O primeiro codifica a fosfoproteina p40Tax, que induz
0 inicio da transcricdo ao interagir com a LTR da extremidade 3’ do material
genético, enquanto o segundo codifica duas proteinas, de 21 e 27 kDa, que regulam
a expressao dos demais genes (SANTOS & LIMA, 2005).

A replicacdo do HTLV segue o ciclo lisogénico, processo que se inicia com a
adesao do virus a membrana da célula hospedeira e penetracdo do RNA viral no
citoplasma, prosseguindo com a transcricao reversa, transporte do DNA viral de fita
dupla para o nucleo e insercdo no genoma da célula pela acdo da integrase. Esse
material genético (provirus) € eventualmente processado pela maquinaria celular,
dando origem a RNA viral de fita simples e as proteinas virais. As etapas de
montagem e encapsulacdo sao seguidas pela associa¢do do nucleocapsideo com a
membrana e liberacdo da particula viral (BORDUCCHI et al., 1999).

2.3.2 Patologias associadas

A manifestacdo clinica da infeccdo por HTLV depende do tipo e da

magnitude da resposta imune do hospedeiro frente aos antigenos virais e do local ou

orgado onde ocorre a reacao inflamatodria. O virus apresenta um periodo de laténcia
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prolongado: o tempo decorrente entre a infeccdo e o aparecimento dos sintomas
pode compreender muitos anos, e apenas cerca de 5% dos portadores acabam por
manifestar enfermidades correlatas (KAZANJI & GESSAIN, 2003). A transmisséo da
mae para o feto através da via placentdria é associada a maiores riscos de
desenvolvimento de patologias (BRASIL, 2004).

O HTLV-1 infecta linfocitos T maduros, particularmente células T CD4+,
estimulando sua proliferacdo exacerbada. Além da leucemia / linfoma de células T e
da paraparesia espastica tropical, essa variante estd relacionada a outras
enfermidades, como polimiosites, artropatias e dermatite infectiva (BRASIL, 2004). O
subtipo 2 infecta principalmente linfécitos T CD8+ (SANTOS & LIMA, 2005), mas sua
associacdo com as patologias mencionadas ainda nao foi claramente evidenciada
(revisado por LIMA, 2006).

Pacientes com linfoma de células T normalmente sdo imunodeficientes, com
predisposicéo ao desenvolvimento de infec¢des oportunistas (MANNS et al., 1999).
Nas formas mais graves da doenca ocorre sindrome tumoral caracterizada por
linfoadenomegalias, lesdes viscerais, hepatoesplenomegalia, infiltracdo pulmonar e
lesbes dérmicas e Osseas. Metade dos individuos infectados desenvolve
hipercalcemia, manifestacdo clinica pelo aumento de reabsorcdo Ossea que
ocasiona arritmia / taquicardia, sonoléncia, confusdo mental, letargia, diminuicdo do
fluxo urinario e insuficiéncia renal. Nesses casos a sobrevida geralmente nao
ultrapassa 12 meses, mesmo quando 0s pacientes sdo submetidos a tratamentos
guimioterapicos agressivos (SILVA et al., 2002).

A parapesia espastica tropical, também conhecida como mielopatia
associada ao HTLV, é uma infeccao de evolucdo lenta e progressiva ocasionada
pelo processo de desmielinizacdo de neurdnios que € desencadeado pela infiltracédo
parenquimatosa de linfécitos T. A inflamacdo acomete principalmente a medula
espinhal causando fraqueza e tensdo muscular permanente, que comprometem a
motricidade do individuo infectado. Essa condicdo, denominada espasticidade,
acomete principalmente musculos da cintura pélvica e dos membros inferiores,
causando fadiga e diminuicdo de velocidade e equilibrio durante a caminhada. Os
movimentos das pernas se tornam lentos, arrastados e perdem seletividade,
destacando-se ainda uma acentuada imobilidade da articulacdo sacro-iliaca
(LANNES et al., 2006). Outros sintomas incluem distarbios nos esfincteres da bexiga
e do intestino (RIBAS & MELO, 2002).
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2.3.3 Diagnostico laboratorial

O diagnéstico de rotina de infeccdo por HTLV emprega imunoensaios
enzimaticos (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) para deteccdo de
anticorpos gerados pelo organismo infectado contra antigenos do core e do
envelope viral (SANTOS & LIMA, 2005). Os primeiros testes desenvolvidos para este
fim empregavam apenas antigenos de HTLV-1; devido a similaridade genética entre
as duas variantes, anticorpos anti-HTLV-2 eram detectados em 70% dos casos.

Os ensaios atuais utilizam antigenos recombinantes especificos, capazes de
diferenciar entre as infec¢cdes causadas pelas duas variantes (BRASIL, 2004). O
diagnéstico de infeccdo por HTLV-1 emprega lisados virais do mesmo; para
deteccéo de HTLV-2, a esse lisado sao adicionadas proteinas recombinantes dessa
segunda variante (HJELLE et al., 1993; SANTOS & LIMA, 2005).

O ELISA é um método de elevada sensibilidade, mas que com frequéncia
fornece resultados falso-positivos (POIESZ et al., 2000), o que torna necessaria a
confirmacdo de seu resultado por western blot ou técnicas moleculares. Como ha
elevada concordancia dos resultados obtidos pelas duas técnicas, o primeiro € mais
utilizado pelo fato de o diagnostico molecular exigir reagentes custosos e
infraestrutura especial (BRASIL, 2004). O western blot emprega como antigeno um
lisado viral acrescido da por¢cdo N-terminal da proteina gp21 de uma das variantes,
conforme especificidade do ensaio, 0 que reduz o numero de reacdes inespecificas
e resultados falso-positivos (VARMA et al., 1995).

O diagnéstico molecular de infeccdo por HTLV emprega a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR, polimerase chain reaction) para amplificar o DNA viral presente
em células sanguineas (HASHIMOTO et al., 1998). Esta metodologia € geralmente
utilizada para esclarecer resultados indeterminados dos ensaios de western blot, ou
guando este é incapaz de distinguir entre as infec¢cdes causadas pelos dois subtipos
— nesse caso sao usados primers especificos, que amplificam exclusivamente uma
das variantes (SANTOS & LIMA, 2005). O diagnéstico molecular € também
empregado para confirmar a infeccdo de criancas em fase de amamentacao, ja que
nesse caso provas sorolégicas podem detectar anticorpos maternos transferidos por
meio do aleitamento (ANDO et al., 2003).
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2.4 PHAGE DISPLAY

Descrita inicialmente por SMITH (1985), o termo phage display se refere a
exposicdo de moléculas na superficie de virus bacteriéfagos e a selecédo destas com
base na sua afinidade por uma molécula-alvo (BENHAR, 2001). Aliada a tecnologia
do DNA recombinante, esta técnica representa uma poderosa ferramenta para
obtencdo de moléculas com grande potencial de aplicacdo biotecnolégica. Além
disso, desenvolvimentos recentes vém tornando a técnica compativel com sistemas
de producdo e andlise high-throughput (DIAS-NETO et al., 2009).

A metodologia (Figura 06) envolve inicialmente a inser¢cdo de genes que
codificam milhdes de proteinas no genoma de bacteriéfagos, gerando assim uma
biblioteca. A insercéo é realizada de modo que essas proteinas sejam expressas na
superficie viral, fusionadas a uma proteina do capsideo. Quanto maior a variedade
representada na biblioteca, maior é a probabilidade de se encontrar fagos expondo
proteinas que interajam com o alvo (POSNER et al., 1994).

FIGURA 06 — Representacdo esquematica da técnica de phage display.
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FONTE: adaptado de HOOGENBOOM, 2002.



30

Em um processo denominado panning (PARMLEY & SMITH, 1988), a
biblioteca é entdo apresentada a molécula-alvo, que geralmente se encontra
imobilizada em suporte soélido (placa de imunoensaio, imunotubo, membrana,
microesfera). Fagos expressando proteinas que interagem fracamente com o alvo
sdo eliminados por lavagens sucessivas, enquanto aqueles que expdem moléculas
com elevada afinidade pelo mesmo séo recuperados por eluicéo.

Nessa etapa sdo geralmente utilizados tampdes acidos ou de elevada forca
ibnica, que desestabilizam de modo inespecifico interacdes entre proteinas. Caso
um ligante especifico pelo alvo seja conhecido, € possivel utiliza-lo para competir
com os virus pela interacdo com o sitio de ligacdo. Essa estratégia de eluicdo
competitiva aumenta a probabilidade de se obter fagos expondo moléculas que
interajam especificamente pelo alvo, descartando-se aqueles que se ligam ao
suporte ou a proteina empregada no bloqueio do mesmo (VODNIK et al., 2011).

Depois de eluidos, os fagos sdo amplificados em cultivo bacteriano e
submetidos a novos ciclos de selecdo (ligacdo, eluicdo e amplificacdo). Esse
processo € monitorado através da titulacdo dos fagos adicionados (input) e
recuperados (output) em cada ciclo, e também pela realizacdo de imunoensaios. Em
geral trés a cinco ciclos sdo suficientes para obter um output composto por uma
grande proporcdo de fagos expondo moléculas com elevada afinidade pelo ligante.
Clones sdo entdo isolados desse output, sequenciados, analisados quanto a
afinidade e especificidade, e eventualmente obtidos na forma solavel (ndo fusionada

a um fago) e destinados as mais diversas aplicacbes (BARBAS et al., 2001).

2.4.1 Fagos filamentosos

Bacteriofagos, ou simplesmente fagos, sédo virus da familia Inoviridae que
sdo capazes de infectar bactérias gram-negativas, e cujo estudo contribuiu de
significativamente para o avanco da biologia molecular (MCAULIFFE et al., 2007).
Em phage display destaca-se o emprego de fagos filamentosos, que pertencem ao
género Inovirus e infectam enterobactérias como E. coli. Tal uso se justifica pelo fato
de esses virus ndo causarem uma infeccdo litica na célula, mas induzirem um
estado no qual ela produz e secreta continuamente particulas virais sem sofrer lise,

possibilitando a obtencdo de um grande numero de fagos (BARBAS et al., 2001).
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Fagos filamentosos, como os virus f1, fd e M13, séo formados por uma fita
simples e circular de DNA de cerca de 6400 bases, envolta em um capsideo
composto pelas proteinas plll, pVI, pVIl, pVIll e pIX (SMITH & PETRENKO, 1997)
(Figura 07). Embora estas cinco proteinas possam ser utilizadas para apresentacao
de moléculas, pVIll e plll sdo mais empregadas para este fim (RUSSEL et al., 2004).

FIGURA 07 — Representacao de um bacteriéfago filamentoso.
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FONTE: adaptado de KONTHUR & WALTER, 2002.

Presente em milhares de copias por virion, a proteina pVIIl permite a
apresentacao de grandes quantidades da molécula de interesse, mas a insercéo de
sequéncias maiores que oito aminoacidos pode desestabilizar a particula viral. Ja a
proteina plll, presente em trés a cinco copias por fago, suporta a insercdo de
proteinas tdo grandes quanto um anticorpo scFv (250 aminoacidos, 27kDa); no
entanto, a infectividade do virus pode ser comprometida (RUSSEL et al., 2004).

A infeccdo de E. coli pelo fago filamentoso (Figura 08) se inicia pela
interacdo de plll com o pilus sexual da célula e pela despolimerizacdo do capsideo,
processo que € desencadeado pelo complexo bacteriano TolA. O genoma do fago
penetra no citoplasma e € convertido em DNA de fita dupla, que serve de molde para
a replicacdo e a producao das proteinas virais (RUSSEL et al., 2004). O acumulo de
pll e pX reprime a geracao e a expressao de DNA viral, além de induzir a montagem
do virion, em um processo que ocorre junto a membrana plasmatica (AZZAY &
HIGHSMITH, 2002). A proteina bacteriana tiorredoxina, em conjunto com pl, plV e
pXl, atuam no empacotamento do genoma viral — substituindo pV pelas proteinas do
capsideo, que se encontram previamente ancoradas a membrana — e na secrecao
das particulas virais (BARBAS et al., 2001).
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FIGURA 08 - Ciclo de vida de um fago filamentoso.
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LEGENDA: ssDNA: DNA de fita simples; dsDNA: DNA de fita dupla; pl a pXI: proteinas virais.
FONTE: adaptado de RUSSEL et al., 2004.

2.4.2 Fagomideos

Como alternativa ao emprego de bacteriofagos contendo toda a informacéo
genética viral, em phage display é possivel também utilizar fagomideos. Esses
vetores codificam apenas uma proteina do capsideo viral, cujo gene se localiza
préximo a um sitio de clonagem — onde o0 gene da molécula a ser apresentada é
inserido —, e também genes de selecdo apropriados e as origens de replicacdo de
plasmideos e de fagos filamentosos (Figura 09).

O emprego de fagomideos permite a exposicdo de proteinas maiores e
possibilita a geracdo de bibliotecas com maior diversidade (HOOGENBOOM, 2002).
No entanto, é necessario que as culturas bacterianas empregadas na amplificacéo
desses elementos sejam infectadas por um fago auxiliar (helper phage) que codifica

todas as proteinas virais indispenséaveis a replicagdo (VIEIRA & MESSING, 1987).
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FIGURA 09 — Representacao do fagomideo pCOMB3X.

LEGENDA:

lacZ: gene que codifica a 3-galactosidase
(screening blue-white de recombinantes);

SD: sequéncia Shine-Dalgarno;

ompA: sequéncia sinal do gene ompA,

H6: codifica seis residuos de histidina;

amb: cédon ambar de término da traducéo;

glll: porcéo terminal do gene Ill de fago Ff;

trp: término da transcri¢ao;

oriC: origem de replicagéo do plasmideo ColE1;

oriF: origem de replicagcéo de fago Ff;
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FONTE: adaptado de BARBAS et al., 2001.

O genoma do fago helper apresenta uma origem de replicacéo defectiva que
reduz suas chances de ser empacotado durante a montagem dos virions, garantindo
assim que seja preferencialmente encapsulado o DNA do fagomideo. Além disso,
pelo fato de codificarem todas as proteinas virais, fagos auxiliares permitem a
geracao de capsideos formados por um misto de proteinas nativas (originarias do
fago helper) e recombinantes (originarias do fagomideo) em uma proporgcdo que
possibilita a exposi¢do de proteinas maiores sem que a infectividade e a integridade

da particula viral sejam comprometidas (RUSSEL et al., 2004).

2.4.3 Bibliotecas de anticorpos

A selecéo de imunoglobulinas recombinantes € uma das mais disseminadas
e bem-sucedidas aplicacdes da metodologia de phage display (BREKKE & LOSET,
2003; HOOGENBOOM, 2005). E possivel construir bibliotecas de fagos que
expressam o anticorpo integral ou somente as porcdes Fab e scFv, que interferem
minimamente na estabilidade da particula viral (HOOGENBOOM, 2002).

O repertério da biblioteca € geralmente criado a partir de RNAs codificantes
de imunoglobulinas obtidos de camundongos (MAKVANDI-NEJAD et al., 2010),
galinhas (NAKAMURA et al., 2004), coelhos (RADER, 2009), camelideos (ARBABI-
GHAHROUDI et al., 2009) e humanos (DOUGUCHI et al., 2009). Os transcritos sao
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extraidos de érgdos produtores de linfocitos B, como bagco (URUSHIBATA et al.,
2010), medula 6ssea (CHEN et al., 2008) e amidalas (SCHOFIELD et al., 2007), ou
ainda de células do sangue periférico (JUNG et al., 2008).

A imunizacao dos animais com o antigeno de interesse induz a producao de
anticorpos especificos e aumenta significativamente as chances de sucesso da
selecdo (BURTON et al.,, 1991). Sdo geralmente realizadas quatro inoculagoes,
acrescidas ou nao de adjuvantes, e a resposta imune do animal é monitorada por
meio de imunoensaios: caso seja considerada adequada, o 6rgdo fonte de células B
€ extraido trés a quatro dias ap0s a Ultima inoculacdo, quando se observa a maxima
producéo de RNA codificante de anticorpos (HARLOW & LANE, 1988).

2.4.4 Bibliotecas de peptideos

Bibliotecas de fagos expondo peptideos de 4 a 50 aminoacidos tém sido
amplamente utilizadas na identificacdo de motivos de ligacdo de receptores
bioquimicos (FUCHS et al.,, 2003), no mapeamento de superficies de células e
tecidos (WANG & YU, 2009) e em aplicacbes funcionais de gendmica e protedmica
(SIDHU & KOIDE, 2007). Sado também empregadas na obtencdo de medicamentos
(LI & CHO, 2010), vacinas (GNANASEKAR et al., 2004) e inibidores de enzimas
(PARADIS-BLEAU et al., 2008).

Os aminoacidos que constituem esses peptideos sédo codificados pelos
cédons degenerados NNK e NNS (N: A, C, Tou G; K: Gou T; S: G ou C), que
representam 32 codons e todos os 20 aminoacidos naturais: ha trés codons para
arginina, leucina, e serina, dois para valina, prolina, treonina, alanina e glicina, e um
para os demais aminoacidos (BARBAS et al., 2001). Depois de selecionados, o0s
peptideos podem ser sintetizados quimicamente ou clonados e expressos em um
sistema adequado (ZWICK et al., 1998). E possivel ainda submeter a selecéo
bibliotecas originadas pela mutagénese dos peptideos previamente selecionados e
caracterizados, de forma a aprimorar a afinidade pelo alvo (PANDE et al., 2010).

Além das aplicacdes previamente citadas, bibliotecas de peptideos podem
ainda ser empregadas na identificacdo de determinantes antigénicos (VILLARD et
al., 2003). Nesse sentido, SCOTT & SMITH (1990) selecionaram peptideos frente a

anticorpos monoclonais previamente caracterizados e verificaram que as sequéncias
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obtidas eram similares, mas ndo idénticas, a do epitopo correspondente (revisado
por MOURA, 2005). Denominadas mimotopos (GEYSEN et al., 1986), tais
sequéncias as mesmas propriedades imunogénicas do determinante que deu origem
a especificidade do anticorpo em questdo e podem, portanto, ser destinados a
aplicacbes de diagnostico (CASEY et al., 2009) e terapéutica (LIU et al., 2005).

Devido ao seu tamanho reduzido, peptideos geralmente ndo apresentam
estrutura tridimensional definida; no entanto, analises de complexos antigeno-
anticorpo indicam que imunoglobulinas interagem preferencialmente com epitopos
nao lineares (DAVIES et. al., 1990 apud MOURA, 2005). Com base nessa
observacao, € possivel aumentar a probabilidade de sucesso de um processo de
selecdo ao se limitar a gama de conformacdes que um peptideo pode tomar. A
formacado de uma ponte dissulfeto pela introdugéo de cisteinas nas extremidades da
sequéncia randomica, por exemplo, impde ao peptideo uma conformacédo circular
(SMITH & PETRENKO, 1997). Esta estratégia é utilizada pela biblioteca comercial
Ph.D.-C7C, da NEW ENGLAND BIOLABS (NEB) (Figura 10).

FIGURA 10 — Representacdo das bibliotecas de peptideos Ph.D. (NEB).

LEGENDA:

A: alanina;

C: cisteina;

G: glicina;

S: serina;

X: qualquer aminoécido

(posicdes randdbmicas).

FONTE: adaptado de NEB, 2009.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho possui como objetivo geral evidenciar a aplicabilidade da
técnica de phage display na obtencdo de anticorpos e antigenos recombinantes
destinados a aplicacdo em testes de diagnéstico, e abrange, portanto, duas linhas:

1) Selecéo e caracterizagdo de anticorpos anti-imunoglobulinas humanas; e
2) Triagem e caracterizacdo de mimotopos de T. pallidum e HTLV.

A primeira linha apresenta como objetivos especificos:

o Construir bibliotecas de fagos expondo anticorpos scFv anti-IgG e anti-lgM
humanas a partir de RNA extraido de camundongos imunizados com fragmentos
Fc das respectivas imunoglobulinas;

o Selecionar essas bibliotecas atraveés de processos de panning frente as mesmas
moléculas empregadas na imunizacao;

o A partir das bibliotecas selecionadas, isolar e sequenciar fagos expressando
anticorpos scFv que apresentem interacao pela molécula-alvo;

o Caracterizar esses anticorpos recombinantes quanto a sua afinidade e

especificidade pelo ligante.

Ja os objetivos da linha de obtencéo de peptideos séo:

o Submeter bibliotecas de peptideos obtidas comercialmente a um processo de
selecdo frente a anticorpos anti-T. pallidum e anti-HTLV;

o A partir das bibliotecas selecionadas, isolar e sequenciar fagos expressando
peptideos que interajam com o respectivo anticorpo;

o Caracterizar os peptideos isolados quanto a sua afinidade e especificidade pelo
anticorpo empregado;

o Avaliar a reatividade dos peptideos obtidos com o soro de pacientes infectados
por T. pallidum e HTLV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

4.1.1 Acetato de sédio 3M pH 5,2

Em 80 mL de &gua ultra pura foram dissolvidos 24,6 g (300 mmol) de
acetato de sédio. Apos ajuste de pH para 5,2 com acido acético glacial e correcao
do volume para 100 mL, a solucéo foi esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

4.1.2 Acrilamida 33/0,9%

Por serem neurotoxicas, acrilamida e bisacrilamida em p6 foram
manipuladas com luvas e mascara. Em 50 mL de agua ultra pura foram dissolvidos
33 g de acrilamida e 900 mg de bisacrilamida. Depois de completado o volume para
100 mL a solucéo foi incubada com 500 mg da resina de troca idbnica Amberlite MB-1
por 30 minutos sob leve agitacdo. Depois de filtrada com membrana de 0,45 um de

porosidade (MILLIPORE), a solucéo foi armazenada a 4°C em frasco ambar.

4.1.3 Antibi6ticos

A solucédo de tetraciclina 12,5 mg/mL foi preparada dissolvendo-se 125 mg
de cloridrato de tetraciclina em 10 mL de etanol absoluto. Depois de esterilizada por
filtracAo com membrana de 0,22 um de porosidade (MILLIPORE), a solugéo foi
dividida em aliquotas de 500 pL envolvidas em papel aluminio, e estocada a -20°C.

Para preparacdo de carbenicilina 100 mg/mL, ampicilina 25 mg/mL e
canamicina 25 mg/mL, em 10 mL de &gua ultra pura foram dissolvidos
respectivamente 1 g de carbenicilina dissddica, 250 mg de ampicilina soédica e 250
mg de sulfato de canamicina. Depois de esterilizadas por filtracdo, as solu¢des foram

divididas em aliquotas de 500 uL e armazenadas a -20°C.
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4.1.4 Brometo de etideo 0,5 ng/mL

Por ser cancerigeno, brometo de etideo e materiais contaminados com o
mesmo foram manipulados com luvas. Em um volume final de 50 mL em agua ultra
pura foram dissolvidos 500 mg de brometo de etideo. Essa solucdo estoque
(concentracdo 10 mg/mL) foi armazenada em frasco escuro a 4°C, e para coloragao
de géis de DNA, foi diluida 10000 vezes em agua deionizada (concentracéo final 10
Hg/mL). Essa solucdo de uso foi armazenada em temperatura ambiente e protegida

da luz, e pode ser reutilizada diversas vezes.

4.1.5 Coating buffer

Em 800 mL de agua deionizada foram dissolvidos 1 mol (84 g) de
bicarbonato de sddio. O pH foi ajustado para 8,6 e o0 volume completado para 1 litro.

A solucéo foi esterilizada por filtracdo e estocada em temperatura ambiente.

4.1.6 Column buffer

Em um volume final de 1 litro em agua deionizada foram dissolvidos 20 mL
de Tris 1 mol/L pH 7,5, 11,7 g de cloreto de sodio e 2 mL de EDTA 500 mM. A

solucéo foi armazenada em temperatura ambiente.

4.1.7 EDTA 500 mM pH 8

Em 800 mL de agua deionizada foram dissolvidos 146,1 g (500 mmol) de
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). Depois do ajuste do pH para 8 o volume
foi completado para 1 litro. Essa solucao foi esterilizada por autoclavagem (121°C,
15 minutos), armazenada em temperatura ambiente e diluida conforme a

necessidade no momento do uso.
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4.1.8 Fenol : cloroférmio : &lcool isoamilico

Devido a toxicidade, todas as solu¢des contendo fenol foram manipuladas
com luvas e em capela de exaustdo quimica. Em banho-maria a 65°C, 100 mL de
fenol foram aquecidos até a liquefacdo, adicionando-se em seguida 1 volume de
agua ultra pura. A solucao foi vigorosamente agitada por cerca de 10 segundos e
incubada em repouso por um dia para decantacéo da fase organica.

ApGs descarte da fase aquosa (fracédo superior) o procedimento foi repetido
mais 3 vezes, primeiramente com agua ultra pura, depois com Tris 100 mM pH 11 e
finalmente com Tris 100 mM pH 8. Caso apés esse processo o pH do fenol (medido
com fita indicadora) néo estivesse entre 7,5 e 8, o fenol era novamente incubado
com Tris 100 mM pH 8. A solucéo foi entdo dividida em aliquotas de 12,5 mL, e a
essas foram adicionados 12 mL de cloroformio e 500 puL de éalcool isoamilico. As
aliquotas foram estocadas a -20°C protegidas da luz e de oxigénio. A solucao so6
pode ser utilizada se apresentar coloracdo incolor; tons réseos ou amarelados
indicam oxidacdo. Depois do uso, solucdes e frascos com residuos de fenol foram

mantidos em etanol 70% por um dia antes de serem descartados.

4.1.9 Géis de poliacrilamida

Para eletroforese de DNA, um gel de poliacrilamida a 8% foi preparado com
2,4 mL de acrilamida 33/0,9%, 1 mL de TBE 10X, 6,6 mL de agua deionizada, 70 uL
de persulfato de aménio 10% e 7 uL de tetrametil-etilenodiamina (TEMED).

Para eletroforese de proteinas (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), o gel de corrida a 13% foi constituido por 4,6 mL
de agua ultra pura, 3,8 mL de acrilamida 33/0,9%, 1,6 mL de Tris 2,5 mol/L pH 8,8,
100 puL de SDS 10%, 70 uL de persulfato de aménio 10% e 7 uL de TEMED. Esse
gel foi preparado com espessura de 1,5 mm e cerca de 5 cm de altura. O gel de
empacotamento foi composto por 3,7 mL de agua ultra pura, 700 uL de acrilamida
33/0,9%, 600 uL de Tris 1 mol/L pH 6,8, 50 uL de SDS 10%, 35 uL de persulfato de
amoénio 10% e 7 uL de TEMED. A solucéo foi adicionada sobre o gel de corrida

solidificado, para uma altura aproximada de 2,5 cm.
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4.1.10 IPTG 1 mol/L

Em um volume final de 21 mL em &agua ultra pura foram dissolvidos 5 g (21
mmol) de isopropil-1-tio-B-D-galactosideo (IPTG). A solugdo foi esterilizada por

filtracdo e dividida em aliquotas de 500 uL, e estas foram estocadas a -20°C.

4.1.11 Marcadores de DNA

A solucdo de marcador 1 kb plus 50 ng/uL foi preparada adicionando, em
375 pL de TE, 100 pL de glicerol 5X e 25 uL de 1 kb plus DNA Ladder 1 pg/uL
(INVITROGEN). Para a preparacédo do marcador 50 pb 100 ng/uL, em 350 uL de TE
foram adicionados 100 puL de glicerol 5X e 50 uL de 50 pb DNA Ladder 1 ug/uL
(INVITROGEN). Ambas as solucdes foram divididas em aliquotas de 10 uL e
armazenadas a -20°C. Para eletroforese de DNA, 4 uL de uma das solucdes de

marcador sdo aplicados em uma das colunas do gel.

4.1.12 Meios de cultivo

O meio LB (Luria Broth) foi preparado dissolvendo 10 g de triptona, 5 g de
extrato de levedura e 10 g de cloreto de s6dio em 900 mL de agua deionizada. O pH
foi ajustado para 7 com hidroxido de sédio e o volume completado para 1 litro.
Depois de autoclavado o meio foi estocado a 4°C.

Para formulacdo de meio LB sélido, logo ap6s o ajuste de volume foram
adicionados a solucédo 15 g de agar. Depois de esterilizado, o meio foi resfriado a
42°C e vertido sobre placas de Petri (cerca de 20 mL por placa) contendo
antibidticos ou reagentes na concentracdo requerida. Apos solidificacdo do meio as
placas foram estocadas a 4°C protegidas da luz.

O meio LB top agar foi preparado dissolvendo-se 10 g de triptona, 5 g de
extrato de levedura, 10 g de cloreto de sédio, 1 g de cloreto de magnésio hexa-

hidratado e 7 g de agarose em 900 mL de agua deionizada. O pH foi ajustado para 7
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com NaOH e o volume completado para 1 litro. Logo apds a autoclavagem o meio foi
dividido em aliquotas de 50 mL e estocado a 4°C.

O meio SB (Super Broth) foi preparado dissolvendo 30 g de triptona, 20 g de
extrato de levedura e 10 g do agente tamponante MOPS (4cido 3-[N-morfolino]-
propano-sulfénico) em 900 mL de agua deionizada. Depois do ajuste de pH para 7 o
volume foi completado para 1 litro, e 0 meio foi autoclavado e estocado a 4°C.

O meio SOC (Super Optimal Broth with catabolite repression) foi preparado
dissolvendo 20 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 500 mg de cloreto de sodio,
186 mg de cloreto de potassio, 10 mL de cloreto de magnésio 1 mol/L e 10 mL de
sulfato de magnésio 1 mol/L. Depois do ajuste de pH para 7 o volume foi completado
para 1 litro, e o meio foi autoclavado e estocado a 4°C. No momento do uso foi
adicionado 1 mL de glucose 1 mol/L estéril a 50 mL de meio.

O meio Rich broth enriquecido com glucose foi preparado dissolvendo-se,
em um volume final de 1 litro em agua deionizada, 10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 5 g de cloreto de sodio e 2 g de glucose. Depois de autoclavado o meio foi

estocado a 4°C.

4.1.13 PBS (phosphate-buffered saline) 10X

Em 800 mL de agua deionizada foram dissolvidos 80 g (1,37 mol) de cloreto
de sodio, 2 g (21 mmol) de cloreto de magnésio, 17 g (120 mmol) de fosfato dibasico
de sédio e 1,63 g (12 mmol) de fosfato monobasico de potassio. O pH foi ajustado
para 7,4 com acido cloridrico e o volume completado para 1 litro. Depois de
autoclavada a solucéo foi armazenada em temperatura ambiente, e diluida 10 vezes

com agua deionizada no momento do uso.

4.1.14 PEG / NaCl

Em 600 mL de agua deionizada foram dissolvidos 200 g de polietileno glicol
de elevada massa molar (PEG-8000) e 150 g de cloreto de sddio (concentracdes
finais (PEG 20% [m/v] e NaCl 15% [m/v]). Depois de completado o volume para 1

litro, a solucéo foi esterilizada por filtragdo e estocada em temperatura ambiente.
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4.1.15 Primers

Nas Tabelas 01 a 06 sé&o apresentadas a composi¢cdo das solucbes e as
sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados no presente trabalho. As solucdes
foram preparadas em &agua livre de ribonucleases e armazenadas a -20°C. Nas
tabelas € usada a simbologia definida pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) para representacdo de nucleotideos: A: adenina — C: citosina —
G:guanina—T:timna—-R:AouG-Y:CouT-M:AouC-K:CouT-S:CouG
-W:AouT-B:C,GouT-D:A GouT-V:A, Cou G — N: qualguer nucleotideo.

TABELA 01 — Composigéo do mix de primers V, sense.

. - A Volume (pL de
Designacéo Sequéncia 0
solucédo 10 pM)

MCSVK-1 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATCCAGCTGACTCAGCC ¥ 10
MCSVK-2 5" GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TTC TCW CCCAGT C 3’ 20
MCSVK-3 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TGM TMACTC AGTC 3 50
MCSVK-4 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TGY TRACAC AGTC 3 35
MCSVK-5 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TRATGACMC AGT C 3 40
MCSVK-6 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYA TTM AGA TRA MCC AGTC & 70
MCSVK-7 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTC AGATGAYDC AGTC 3 60
MCSVK-8 5" GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATYC AGATGACAC AGAC 3 15
MCSVK-9 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTG TTC TCAWCCAGTC 3 20
MCSVK-10 5" GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG WGC TSACCC AATC ¥ 35
MCSVK-11 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTSTRATGACCCARTCJ 80
MCSVK-12 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYR TTK TGATGA CCC ARAC ¥ 80
MCSVK-13 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTG TGATGACBCAGKC 3 60
MCSVK-14 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TGATAACYCAGG A3 20
MCSVK-15 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTG TGATGACCCAGW T 3 20
MCSVK-16 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG AYATTG TGATGACAC AACC ¥ 10
MCSVK-17 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCGAYATTTTGC TGACTCAGTC % 10

TABELA 02 — Composi¢éo do mix de primers V,L reverse.

Volume (pL de
solucéo 10 uM)

MSCIK12-BL 200
ACC GCC ACC AGA GGA TTT KAT TTC CAG YTT GGT CCC 3

MSCJIKA-BL 5' GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC CCC ACC ACC GCC CGA GCC 100
ACC GCC ACC AGA GGA TTT TAT TTC CAACTT TGT CCC &

MSCIK5-BL 5'GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC CCC ACC ACC GCC CGA GCC 100
ACC GCC ACC AGAGGA TTT CAG CTC CAG CTT GGT CCC ¥

Desighacéo Sequéncia

TABELA 03 — Composi¢éo do mix de primers V, S reverse.

Volume (pL de

Designhacéo Sequéncia "

solucao 10 uM)
MSCJK12-B 5'GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC TTT KAT TTC CAG YTT GGT CCC 3’ 200
MSCJK4-B 5'GGA AGA TCT AGA GGAACC ACCTTT TAT TTC CAACTT TGT CCC 3’ 100

MSCJK5-B 5'GGA AGA TCT AGA GGA ACCACC TTT CAG CTC CAG CTT GGT CCC & 100
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TABELA 04 — Composigéo do mix de primers Vy sense.

Designacéo Sequéncia Volume (uL de
= . solugéo 10 pM)

MSCVH1 5' GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTR MAG CTT CAG GAG TC & 40
MSCVH2 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTB CAG CTB CAG GAG TC & 40
MSCVH3 5' GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG CAG CTG AAG SASTC 3’ 30
MSCVH4 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTC CAR CTG CAACARTC 3 40
MSCVH5 5' GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTY CAG CTB CAG CARTC ¥ 70
MSCVH6 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTY CARCTG CAG CAGTC 3 20
MSCVH7 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTC CAC GTG AAG CAG TC 3’ 10
MSCVH8 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG AAS STG GTG GAATC 3’ 20
MSCVH9 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG AWG YTG GTG GAG TC & 50
MSCVH10 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG CAG SKG GTGGAG TC 3 20
MSCVH11 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG CAM CTG GTG GAGTC & 20
MSCVH12 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG AAG CTG ATG GARTC 3 20
MSCVH13 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG CARCTT GTT GAG TC 3’ 10
MSCVH14 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTR AAG CTT CTC GAG TC 3’ 20
MSCVH15 5 GGT GGT TCC TCT AGATCT TCC CTC GAG GTG AAR STT GAG GAG TC 3 20
MSCVH16 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTT ACT CTR AAAGWG TSTG 3’ 50
MSCVH17 5 GGT GGT TCC TCT AGATCT TCC CTC GAG GTC CAACTV CAG CARCC ¥ 35
MSCVH18 5'GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC CTC GAG GTG AAC TTG GAAGTG TC 3’ 7
MSCVH19 5 GGT GGT TCC TCT AGATCT TCC CTC GAG GTG AAG GTC ATC GAGTC 3 7

TABELA 05 — Composi¢do do mix de primers Vy reverse.

Volume (uL de

Designacao Sequéncia solugao 10 uM)
MSCG1ab-B 5'CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CAG ATG GGG STGTYGTTTTGGC 3 200
MSCG3-B 5'CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CAG ATG GGG CTG TTGTTGT & 100
MSCM-B 5'CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CAT TTG GGA AGG ACT GACTCTC 3 100

TABELA 06 — Sequéncias dos demais primers empregados neste trabalho.

Designacao Sequéncia Referéncia
MSCVL-1 5 GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG ATG CTG TTG TGACTC BARBAS et al., 2001
V, sense AGG AATC 3
MSCJL-B 5' GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC GCC TAG GAC AGT CAG BARBAS et al., 2001
V,.S reverse TTT GG 3’

MSCJL-BL 5'GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC CCC ACC ACC GCC CGA GcCC BARBAS et al.. 2001

V,L reverse ACC GCC ACC AGA GGA GCC TAG GACAGT CAGTTTGG ¥ B

RSC-F 5’ GAG GAG GAG GAG GAG GAG GCG GGG CCC AGG CGG CCG BARBAS et al., 2001
AGCTC3

RSC-B 5 GAG GAG GAG GAG GAG GAG CCT GGC CGG CCT GGC CAC BARBAS et al., 2001
TAGTG 3

MKFLOMP 5" AAG ACA GCT ATC GCGATT GCAG ¥ BARBAS et al., 2001

-96Giii 5 CCC TCATAG TTAGCG TAACG ¥ NEB, 2009

PC3X 5 CGG ATAACAATT GAATTC AGG AGGA ¥ -

M13KE extension 5 CAT GCC CGG GTACCTTTCTATTCTC 3’ NEB, 2009

pMAL-F 5 TGT GTG GAATTG TGA GCG GAT AAC 3’ -

pMAL-R 5 TGT GCC CAG AAG ATAATG TCAGG 3 -
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4.1.16 SDS 10%

Devido ao risco de irritacdo de olhos, pele e vias respiratérias, o dodecil
sulfato de sédio (sodium dodecyl sulfate, SDS) foi manipulado com luvas e mascara.
Em um volume final de 500 mL em &gua ultra pura foram dissolvidos 50 g de SDS.
Depois de filtrada em membrana de 0,45 um a solucdo foi armazenada em

temperatura ambiente.

4.1.17 Solucao anestésica para camundongos

Em 10 mL de deionizada foram dissolvidos 100 mg de cloridrato de
guetamina e 10 mg de cloridrato de xilazina. A solucdo deve ser preparada

momentos antes da administracao.

4.1.18 Solucao salina (NaCl 150 mM)

Em 95 mL de agua deionizada foram dissolvidos 876 mg (15 mmol) de
cloreto de sodio. Depois de completado o volume para 100 mL, a solucédo foi

esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

4.1.19 Solucdes para coloracédo de géis de proteina

A solucdo de coloragcdo com coomassie foi preparada dissolvendo 300 mg
de azul de coomassie R-250 em 135 mL de metanol, e adicionando em seguida 30
mL de acido acético e 135 mL de 4gua deionizada. Esses 300 mL foram filtrados em
papel WHATMAN e armazenados em frasco escuro a temperatura ambiente. Para
coloracédo, o gel foi coberto com essa solucdo e incubado por 15 minutos sob leve
agitacdo. Essa solucdo pode ser reutilizada diversas vezes.

Para descoloracdo, 8 mL de metanol e 15 mL de &cido acético foram
adicionados a 177 mL de agua deionizada, e os 200 mL finais foram armazenados

em temperatura ambiente. Para descoloracgéo, o gel foi coberto com essa solugéo e
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incubado overnight sob leve agitagéo. Depois de filtrada com carvéo ativo, a solugao
de descoloracdo pode ser reutilizada mais duas vezes.

Para coloragdo com prata, a solucao de fixacdo foi constituida de 50 mL de
etanol absoluto, 12 mL de &cido acético, 50 uL de formaldeido 37% (v/v) e agua
deionizada para um volume final de 100 mL. A solucdo de coloragéo foi preparada
adicionando 200 mg de nitrato de prata e 75 uL de formaldeido 37% a &gua
deionizada para um volume final de 100 mL. A solucdo de revelacéao foi preparada
com 3 g de carbonato de sddio, 50 uL de formaldeido 37%, 2 mL de tiossulfato de

sédio 0,02% (m/v) e agua deionizada para um volume final de 100 mL.

4.1.20 Tampéo de amostra 4x para eletroforese de proteinas

Para composicédo do tampao de amostra para SDS-PAGE foram dissolvidos
4 mg de azul de bromofenol em uma solugcéo de 2 mL de agua ultra pura contendo
3,2 mL de Tris 1 mol/L pH 6,8, 8 mL de SDS 10%, 2 mL de B-mercaptoetanol e 4,8

mL de glicerol. O tampéo foi dividido em aliquotas de 1 mL e armazenado a -20°C.

4.1.21 Tampéao de corrida 5X para eletroforese de proteinas

Em um volume final de 950 mL de agua ultra pura foram dissolvidos 15,1 g
(125 mmol) de Tris e 72 g (960 mmol) de glicina. Apos dissolucdo a solucéo foi
filtrada em membrana de 0,45 um, adicionada de 50 mL de SDS 10% e estocada em

temperatura ambiente, e diluida conforme a necessidade no momento do uso.

4.1.22 Tampao de eluicdo acida

Em 90 mL de agua deionizada foram adicionados 1,5 g (20 mmol) de glicina,
e apos ajuste de pH para 2,2 com HCI foram dissolvidos 100 mg de soro albumina
bovina (BSA). Depois de o volume ser ajustado para 100 mL a solucédo foi

esterilizada por filtracdo e estocada em temperatura ambiente.
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4.1.23 Tampéo de fosfatase alcalina

Em 950 mL de Tris 100 mM pH 9,5 foram dissolvidos 5,84 g (100 mmol) de
cloreto de sddio e 476 mg (5 mmol) de cloreto de magnésio. O volume foi ajustado
para 1L e a solucéo estocada a 4°C.

4.1.24 Tampéo glicerol 5X para eletroforese de DNA

Em um volume final de 40 mL em tampé&o TE foram dissolvidos 100 mg de
azul de bromofenol e 100 mg de xileno cianol FF. Apé6s adicao de 1 volume de
glicerol 50% (v/v) preparado em agua deionizada, a solugéo foi dividida em aliquotas
de 1 mL e estocada a 4°C. Para eletroforese, 1 volume do tampéo era adicionado a

4 volumes da amostra.

4.1.25 Tampéo iodeto

Em um volume final de 100 mL em agua ultra pura foram adicionados 1 mL
de Tris 1 mol/L pH 8, 200 uL de EDTA 500 mM pH 8 e 60 g (400 mmol) de iodeto de
sédio. A solucao foi armazenada em temperatura ambiente e protegida da luz. Caso
apresentasse coloracdo mais intensa que um amarelo palido, o tampao iodeto

deveria ser descartado.

4.1.26 TBE (tris-borato-EDTA) 10X

A 890 mL de Tris 100 mM pH 8 foram adicionados 40 mL de EDTA 500 mM
pH 8 e 55 g (890 mmol) de &cido borico. Apds dissolucao o volume foi ajustado para
1 litro e a solucdo filtrada em membrana com porosidade de 0,45 um. Para evitar a

precipitacdo do acido bérico, a solugéo foi estocada a 4°C.



47

4.1.27 Tampéao TBS (tris-buffered saline)

Em um volume final de 1 litro em agua deionizada foram adicionados 50 mL
de Tris 1 mol/L pH 7,5 e 8,76 g de cloreto de sédio (concentragdes finais: 20mM de
Tris e 150 mmol de NaCl). Depois de esterilizada por autoclavagem a solucgao foi

armazenada em temperatura ambiente.

4.1.28 Tampéo TE (tris-EDTA)

Em um volume final de 100 mL em &gua ultra pura foram adicionados 1 mL
de Tris 1 mol/L pH 8 e 200 uL de EDTA 500mM (concentragdes finais em 100 mL:

10mM de Tris e 1 mM de EDTA). A solucéo foi autoclavada e estocada a 4°C.

4.1.29 Tampéo Tris 1 mol/L pH 6,8-11

Em 800 mL em agua deionizada foram dissolvidos 121,12 g (1 mol) de tris-
hidroximetil-aminometano. O pH foi ajustado para o valor requerido (usando fita
indicadora de pH para medicdo) e o volume completado para 1 litro. Apos
autoclavagem a solucéo foi estocada em temperatura ambiente, e diluida conforme a

necessidade no momento do uso.

4.1.30 X-Gal 4%

Em 90 mL de dimetil-formamida foram dissolvidos 4 g do reagente 5-bromo-
4-cloro-3 indolil-p-galactosideo (X-Gal). Apos ajuste de volume para 100 mL, a

solucéo foi dividida em aliquotas de 500 pL e estocada a 4°C, e protegida da luz.
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4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Obtencao de anticorpos anti-IgM e anti-lgG humanas

As Dbibliotecas de anticorpos scFv anti-IgG e anti-IgM humanas foram
construidas a partir de RNA extraido do baco de camundongos imunizados com
fragmentos Fc de IgG (BETHYL LABORATORIES — ANEXO A) e Fg5u de IgM
(FITZGERALD INDUSTRIES — ANEXO B). O protocolo de manipulagéo dos animais
foi elaborado conforme normas da Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ (2008), e devidamente aprovado pelo mesmo 6rgdo (ANEXO C). Os
procedimentos para construcdo, selecdo das bibliotecas, isolamento e analise dos

clones foram baseados no trabalho de BARBAS e colaboradores (2001).

4.2.1.1 Imunizagdo de camundongos

No processo aqui descrito foram empregados inicialmente camundongos da
linhagem isogénica BALB/c. Se ap0s as inoculacbfes esses animais hao
apresentassem resposta satisfatoria frente ao antigeno inoculado, o procedimento
seria repetido com animais da linhagem nao isogénica Swiss Webster.

Antes de iniciado o protocolo de imunizacdo, os camundongos foram
avaliados quanto a sua resposta imune prévia as proteinas a serem inoculadas.
Para essa analise 100 uL de sangue de cada animal foram coletados por meio do
corte de cerca de 2 mm da extremidade da cauda, realizado com bisturi. A amostra
de sangue foi incubada em banho-maria (37°C) e em seguida em gelo — ambas as
etapas por 10 minutos —, e entdo centrifugada a 3000 g por mais 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e centrifugado por 2 minutos a 8000 g, e o sobrenadante
resultante (cerca de 30 uL de soro) foi recolhido e armazenado a -20°C.

Em seguida o soro pré-imune foi analisado em um ensaio de dot blot.
Membranas de nitrocelulose foram sensibilizadas com 1 ug de cada proteina a ser
inoculada e entédo bloqueadas, por 1 hora em temperatura ambiente e leve agitacao,
com 50 mL de PBS 1X contendo 5% (m/v) de leite em p6 desnatado. Apds descarte

da solucdo de bloqueio as membranas foram lavadas duas vezes por 5 minutos e
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leve agitagdo com 50 mL de PBS 1X contendo Tween 20 0,1% (v/v), e incubadas por
mais 1 hora com 1 mL de soro pré-imune diluido 250 vezes em PBS 1X. O soro foi
descartado e apds nova lavagem as membranas foram incubadas com 2 mL de
anticorpo anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina, diluido 10000 vezes em PBS.

Depois do descarte da solugédo de bloqueio e nova etapa de lavagem, as
membranas foram incubadas em 10 mL de tampao de fosfatase alcalina contendo
66 uL de NBT (50 mg/mL de nitroblue tetrazolium) e 33 uL de BCIP (50 mg/mL de 5-
bromo-4-cloro-3-indolilfosfato). A reacdo foi interrompida ap6s 2 minutos pela
transferéncia da membrana para uma solucdo de EDTA 10 mM. A formagéao de uma
mancha ou ponto (dot) no local de sensibilizagdo evidencia a presenca de anticorpos
Fc 1gG ou Fc IgM no soro.

No processo de imunizacao, iniciado pelo menos sete dias apos a coleta de
sangue, foram usados apenas animais que nao apresentaram resposta imune prévia
a proteina a ser inoculada (ou seja, 0 soro ndo apresentou reatividade no dot blot).
As inoculacdes foram realizadas com agulha de 13 mm de comprimento e 0,45 mm
de diametro, e eram compostas por 25 ug de proteina, 77 uL de adjuvante e solucéo
salina para um volume final de 200 uL — com excecao da ultima inoculacéo, que néo
empregou adjuvante. A fim de verificar a o desenvolvimento da resposta imune dos
animais frente a diferentes adjuvantes, para cada proteina foram empregados dois
camundongos: um deles recebeu a primeira inoculacdo com adjuvante completo de
Freund (ACF, SIGMA), e o outro com hidroxido de aluminio (Alu-gel, SERVA). As
inoculacbes seguintes empregaram somente Alu-gel como adjuvante, exceto a
ultima inoculacédo, que ndo empregou adjuvante.

Apbs trés inoculacbes realizadas pela via intraperitoneal (com intervalo de
14 e 21 dias entre elas), a resposta imune dos animais foi avaliada em um ensaio
imunoenzimatico do tipo ELISA, empregando soro obtido sete dias apds a terceira
inoculacédo, conforme descrito anteriormente. Os poc¢os da placa de imunoensaio
(marca CORNING, modelo COSTAR 3590) foram sensibilizados com 100 ng de Fc
lgG, Fc5u IgM ou BSA (controle negativo) diluidos em 50 uL de PBS 1X, e a placa
foi incubada overnight a 4°C e leve agitacdo. Apds descarte da solucdo e lavagem
com 50 uL de PBS 1X acrescido de Tween 20 0,5%, os pogos foram bloqueados por
1 hora em temperatura ambiente e leve agitagdo com 100 pL de PBS 1X contendo

5% de leite em p6 desnatado.
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Depois de novas lavagens a placa foi incubada nas mesmas condi¢bes com
50 uL de diluicbes seriadas de soro em solucéo de bloqueio, partindo-se de 1:200 e
diluindo-se 1:2 até 1:204800 (11 diluicbes no total). Apos dez lavagens 0Ss pogos
foram incubados nas mesmas condicbes com 50 ulL de anticorpo anti-mouse
conjugado a peroxidase diluido 10000 vezes em solucdo de bloqueio. Depois de
mais dez lavagens a placa foi incubada com 50 uL de TMB (3,3’,5,5-tetrametil-
benzidina, substrato da peroxidase) por 15 minutos em repouso e protegida da luz.

A reacdo foi entdo interrompida com 50 uL de &cido sulfdrico 2 mol/L, e a
absorbancia no comprimento de onda de 450 nm foi medida para cada diluicdo
avaliada. O titulo do soro foi entdo definido como a maior diluicdo na qual a
absorbancia frente a proteina inoculada é distinguivel (maior ou igual ao dobro) da
reatividade com um antigeno néo inoculado, nesse caso o BSA (BARBAS et al.,
2001). Caso nao fosse observada forte reatividade, seriam realizadas duas
inoculagbes extras pela via subcutéanea 21 dias apOs a terceira inoculacdo, com
intervalo de mesmo periodo entre as duas.

Vinte e oito dias apds a terceira / quinta inoculacédo, os animais receberam
uma ultima injecdo pela via intravenosa (veia caudal), e quatro dias depois foi
realizado o isolamento do baco. Inicialmente foram administrados, pela via
intraperitoneal, 100 uL de solucdo anestésica para cada 10 g de peso do animal,
com agulha de 13 mm de comprimento e 0,45 mm de diametro. Apés verificacdo do
plano anestésico — que se estabelece 5 a 10 minutos ap0ds a injecdo e se caracteriza
por dificuldade de locomocéo, aceleracédo cardiorrespiratéria e reducdo da resposta
a impulsos sensitivos — foi realizada a puncéo cardiaca com agulha de 25 mm de
comprimento e 0,6 mm de diametro. Cerca de 1 mL de sangue foi coletado,

processado para obtencao de soro e empregado em eventuais imunoensaios.

4.2.1.2 Obtencao e processamento do RNA

Logo apos a inoculacdo, e empregando materiais livres de ribonucleases, o
baco dos camundongos foi isolado, dividido em quatro partes de mesma massa e
submetido ao protocolo de extracdo de RNA total de tecidos animais do Kit RNeasy

(QUIAGEN, 2006). Nesse processo as porgdes do 6rgdo foram homogeneizadas em
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600 uL de Tampé&o RLT contendo 6 uL de pB-mercaptoetanol 14,3 mol/L, e o lisado
obtido foi centrifugado por 3 minutos a 20000 g. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e adicionado de 1 volume de etanol 70%, e a solugéo resultante foi
transferida para uma coluna de filtracdo acoplada a um tubo de coleta.

Apos centrifugacdo a 8000 g por 2 minutos, foram adicionados 700 pL de
tampdo RW1 a coluna, que foi hovamente centrifugada nas mesmas condicdes.
Depois da adicdo de 500 uL de tampéo RPE e centrifugacdo por 15 segundos, o
fillrado foi descartado e a coluna centrifugada por 2 minutos para remocédo de
residuos das solucdes anteriores. A coluna foi entdo acoplada a um novo tubo de
coleta e o RNA foi eluido pela adi¢éo de 30 uL de agua e centrifugacao por 1 minuto
a 8000 g. Antes de ser armazenado a -80°C, o RNA obtido foi quantificado: o valor
da absorbéancia a 260 nm (Azgo) multiplicado por 40 corresponde a concentragéo de
RNA em ng/uL. A razdo entre Azgo € Azgp € indicativa da contaminacgao por proteinas:
valores de 1,94 e 1,99 apontam que a amostra € composta respectivamente por
70% e 95% de acido nucléico, enquanto valores inferiores a 1,73 sugerem a
presenca de mais de 70% de proteina (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

O RNA extraido foi empregado como molde para a sintese de DNA
complementar (cDNA) através de reacfes de transcricdo reversa. Uma solucao de
9,6 uL contendo 300 ng de RNA total e 10 pmol do primer Oligo(dT):s em agua livre
de ribonucleases foi incubada a 70°C por 10 minutos, e depois em gelo por 2
minutos. A seguir foram adicionados 2,4 uL cloreto de magnésio 50 mM, 1 uL de mix
de dNTPs 10 mM (2,5 mM de cada nucleotideo), 2 uL de transcriptase reversa
ImProm-1l (PROMEGA) e 4 uL de tampéo ImProm-1l 5X, além de 40 unidades de
RNAse OUT (INVITROGEN) para inibicdo de ribonucleases.

Apés 2 horas de reacdo a 42°C, foi adicionado 1 unidade da enzima RNAse
H (USB), realizando-se a seguir nova incubacdo a 37°C por 20 minutos para
degradacédo de RNA. Depois de um processo de purificacdo, realizado por meio de
filtracAo em membrana Microcon YM-30 (MILLIPORE), e ressuspensdo em 50 uL de
agua ultra pura, a quantidade e pureza do cDNA foram estimadas através da leitura
de absorbancia em espectrofotometro: o valor de Ay multiplicado por 33
corresponde a concentracdo de DNA simples fita (ng/uL). Essa solugéo foi entédo

aliquotada e armazenada a -20°C.
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4.2.1.3 Obtengao de Escherichia coli XL1-Blue eletrocompetente

Nos procedimentos de transformagcdo e amplificacdo descritos a seguir
foram empregadas culturas de células eletrocompetentes da cepa E. coli XL1-Blue,
de gendtipo recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r«” mg’) supE44 relAl lac F’[proAB
lacl® A(lacZ)M15 Tn10 (Tet")]. Para obtencdo das células eletrocompetentes, 15 mL
de meio SB pré-aquecido a 37°C com 10 pg/mL de tetraciclina (marcador de
resisténcia da cepa) foram inoculados com uma colonia de XL1- Blue, previamente
plagueada no dia anterior em meio LB sélido com tetraciclina.

Ap6s incubacédo overnight a 37°C e 250 rpm, aliquotas de 1,25 mL dessa
cultura foram transferidas para seis frascos Erlenmeyer de 1 litro contendo 250 mL
de meio SB acrescido de 20% (m/v) de glucose e 10 mM de cloreto de magnésio, e
incubadas nas mesmas condi¢cdes até a densidade éptica no comprimento de onda
de 600 nm (DOsgno) alcancar o valor aproximado de 0,7 (3 a 4 horas).

As culturas foram entéo incubadas em gelo por 15 minutos, transferidas para
tubos de centrifuga de 400 mL (previamente resfriados) e centrifugadas por 20
minutos a 3000 g e 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células precipitadas
foram ressuspendidas em 12,5 mL de uma solucéo previamente resfriada de glicerol
10% (v/v) em agua deionizada, utilizando pipetas também resfriadas. As aliquotas
foram combinadas duas a duas, completando-se o volume para 250 mL com glicerol
10%, e centrifugadas novamente. Apds descarte do sobrenadante os pellets foram
ressuspendidos em 250 mL de glicerol 10% e centrifugados mais uma vez.

O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet de células precipitadas
foi ressuspendido em 12,5 mL de glicerol 10% e transferido para frascos de 50 mL
previamente resfriados. Apds centrifugacdo a 4°C e 2500 g por 15 minutos, o
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado com uma pipeta resfriada, e os pellets
foram ressuspendidos em 2,5 mL de glicerol 10% e aliqguotados em tubos de 1,5 mL
previamente incubados em banho de gelo seco e etanol (300 uL por tubo). Essas
aliquotas foram imediatamente armazenadas a -80°C.

Para avaliar a competéncia da suspensdo celular obtida, uma aliquota
armazenada foi inicialmente incubada em gelo para descongelamento por cerca de
10 minutos, juntamente com a cubeta de eletroporacdo (com 0,2 cm de distancia

entre os eletrodos de aluminio) e 1 uL de uma solugéo contendo 10 pg do plasmideo
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pUC18 (resistente a ampicilina e carbenicilina). Ao tubo contendo o plasmideo foram
entdo adicionados 50 uL da aliquota de células, e depois de homogeneizacdo por
pipetagem (uma Unica aspiracao e liberacédo) a solucéo foi transferida para a cubeta,
incubada em gelo por 1 minuto e submetida a eletroporacéo (2,5 kV, 25 uF, 200 Q)
em um pulso com duracéo estimada de 4,5 a 4,8 milissegundos.

A cubeta foi imediatamente lavada trés vezes com 1 mL de meio SOC, e os
3 mL resultantes foram incubados por 1 hora a 37°C e 250 rpm. Depois da adi¢éo de
7 mL de meio SB, 100 pL de diluigdes 10°, 10" a 10 da cultura foram plaqueadas
em meio LB sélido com 100 ug/mL de carbenicilina. As placas foram incubadas
overnight a 37°C e a competéncia foi calculada multiplicando o nimero de coldnias
contadas nas placas por 10’, e dividindo o valor obtido pela respectiva diluicdo. A

competéncia requerida é de pelo menos 1x10° transformantes por ug de plasmideo.

4.2.1.4 Amplificacdo do fago helper

Para obtencdo do fago helper VCSM13, 2 mL de meio SB pré-aquecido
foram inoculados com 2 uL de E. coli XL1-Blue eletrocompetente e incubados a
37°C e 250 rpm por 1 hora. Aliquotas de 50 uL dessa cultura foram entdo infectadas
com 1 pL de diluicdes 10° 107 e 10® de uma solucdo estoque de VCSM13 e
incubadas em repouso e em temperatura ambiente por 15 minutos. Cada aliquota foi
transferida para 3 mL de LB top agar derretido (e previamente resfriado a 42°C),
plaqueada em LB sélido e incubada overnight a 37°C.

Na manha seguinte, 10 mL de meio SB pré-aquecido foram inoculados com
10 uL de células eletrocompetentes e incubados por 1 hora a 37°C e 250 rpm. Essa
cultura foi entdo infectada com uma placa de lise isolada de meio sélido incubado no
dia anterior, e incubada por 2 horas nas mesmas condi¢des. Depois de transferida
para 500 mL de meio SB pré-aquecido contendo 70 pg/mL de canamicina (marcador
de selecdo do fago helper) e incubada overnight a 37°C e 250 rpm, a cultura
infectada foi centrifugada a 2500 g por 15 minutos e o sobrenadante dividido em
frascos de 50 mL. Apdés incubacdo a 4°C por 20 minutos e centrifugacdo, o

sobrenadante foi transferido para novos tubos e estocado a 4°C.
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Para titulagéo, a suspenséo viral obtida foi plaqueada conforme descrito, e o
titulo foi calculado multiplicando o nimero de placas de lise formadas em cada placa
de Petri por 10* e dividindo pela diluicdo. Para os procedimentos realizados a seguir,
o titulo requerido é de pelo menos 10** pfu (plaque-forming units) por mL.

4.2.1.5 Construgéo das bibliotecas

Para amplificar os genes das regides V. (V e V,) e Vy, foram empregados
150 ng de cDNA, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase (INVITROGEN), 10 uL de
Taq reaction buffer 10X, 3 uL de cloreto de magnésio 50 mM, 8 uL de mix de dNTPs
10 mM, 60 pmol dos mixes de primers sense e reverse, e agua ultra pura para um

volume final de 100 uL. Foram amplificadas as seguintes sequéncias:
% Vy, empregando os mixes de primers Vy sense e Vy reverse;

% V. com insercdo de um short linker (sequéncia: GGSSRSS) na extremidade 3,

utilizando os mixes de primers V. sense e V.S reverse;

% V. com insercdo de um long linker (SSGGGGSGGGGGGSSRSS) em 3,

empregando os mixes de primers V.. sense e V.L reverse;
&% V,; com adicao do short linker, utilizando os primers MSCVL-1 e MSCJL-B;
&% V, com adicao do long linker, empregando os primers MSCVL-1 e MSCJL-BL.

A PCR foi realizada com desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos
de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 56°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 90 segundos) e extensdo final a 72°C por 10
minutos. A amplificacdo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1,5%
(m/v) preparado em TBE 0,5X. A eletroforese foi conduzida a 100 mV em TBE 0,5X.
Os fragmentos amplificados possuem entre 400 e 450 pb.

Foram realizadas pelo menos dez reacdes de amplificacdo para cada um
dos fragmentos. O material resultante foi concentrado para 100 uL utlizando a
membrana Microcon YM-30 e submetido a um processo de eletroforese em gel de
agarose de baixo ponto de fusédo (low melting) (70 mV, 4°C, gel a 1%). A por¢éo do
gel correspondente a banda de interesse foi entdo excisada, adicionada a 5 volumes

de tampéo TE e incubada a 65°C por 10 minutos, para derretimento da agarose. Em
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seguida foi adicionado 1 volume de fenol : cloroférmio : alcool isoamilico, seguido de
centrifugagéo a 20000 g por 1 minuto. A fragdo aquosa (superior) foi recolhida e
acrescida de 1/10 do volume de acetato de sédio 3 mol/L pH 5,2, trés volumes de
etanol absoluto e 1 pL de glicogénio 20 ng/mL.

Ap6s incubacdo a -20°C até o dia seguinte para precipitacdo do DNA, a
solucao foi centrifugada a 20000 g e 4°C por 30 minutos, e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de etanol 70% e centrifugado a
20000 g e 4°C por 5 minutos. Este procedimento foi realizado mais uma vez para
remocdo de qualquer residuo de fenol, e o precipitado foi incubado a 42°C por 30 a
60 minutos para secagem. Em seguida o pellet foi adicionado de 30 uL de tampéao
TE e incubado overnight a 4°C para ressuspensao.

A quantidade e pureza das amostras foram estimadas em espectrofotdmetro
— 0 valor de Az multiplicado por 50 corresponde a concentracédo de DNA dupla fita,
em ng/uL. Quantidades equivalentes de V, e V, com short linker foram combinadas,
bem como V. e V; com long linker, formando respectivamente as amostras V.S e
VL, e essas solu¢cbes foram entdo armazenadas a -20°C. O processo de purificacéo
foi repetido até a obtencéo de 20 ug de cada uma das amostras (V.S e VL, e Vy).

Os segmentos Vy e V| purificados foram entdo submetidos a uma PCR de
fusdo para geracdo dos fragmentos scFv S e scFv L (single chain Fragment,
variable, with short / long linker). Nessa reacéo as extremidades 3’ de V. e 5 de Vy
se anelam através de sequéncias complementares introduzidas durante a
amplificacdo anterior. A fusdo empregou 200 ng de Vy e V.S (ou V.L) e 60 pmol dos
primers RSC-F e RSC-B, com os demais reagentes nas mesmas concentracdes da
reacao anterior, e foi conduzida nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial (94°C,
5 minutos), 20 ciclos de desnaturacdo (94°C, 15 segundos), anelamento (56°C, 30
segundos) e extensdo (72°C, 2 minutos), e extensdo final (72°C, 10 minutos).
Aliquotas de 4 uL da reacdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
para confirmacdo da fusdo, e os fragmentos foram produzidos, concentrados e
purificados, até a obtencéo de pelo menos 10 pg de cada fuséo.

Os primers empregados nas amplificacdes de Vy e V. introduziram nestas
sequéncias sitios de restricdo da enzima Sfil (5° GGCCNYNNNNGGCC 3, onde o
simbolo “¥” indica o local da clivagem) a fim de permitir a insercdo do fragmento

scFv no vetor pPCOMB3X, que apresenta os mesmos sitios (ANEXO D). Nas por¢des
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5 de V_ e 3’ de V. foram inseridos os segmentos 5° GGCCCYAGGCGGCC 3’ e 5’
GGCCGYGCCTGGCC 3. Como as sequéncias apresentam sitios diferentes, o
fragmento scFv € inserido no vetor somente em um Unico sentido, o que dispensa o
emprego uma segunda enzima de restri¢ao.

A digestao utilizou 10 pg de scFv, 360 unidades de Sfil (NEB), 20 uL de
NEBuffer4 10X e agua ultra pura para um volume final de 200 puL, e foi conduzida a
50°C por 8 horas. Em seguida 20 ug de pCOMB3X foram digeridos nas mesmas
condicdes, mas empregando 120 unidades de Sfil. Depois de purificados conforme
descrito anteriormente, 700 ng de cada fragmento foram submetidos a ligacdo com
1,4 ug de fagomideo digerido, empregando 1 unidade de ligase (INVITROGEN), 40
uL de tampéo ligase 5X e agua ultra pura para um volume final de 200 uL. Apos
incubacdo overnight em temperatura ambiente, o DNA foi precipitado com etanol,
ressuspendido em 15 ulL de agua ultra pura e armazenado a -20°C.

Esse material foi entdo adicionado a 300 pL de células eletrocompetentes e
submetido a eletroporacao. A cubeta foi lavada cinco vezes com 1 mL de meio SOC
a 37°C, e os 5 mL resultantes foram incubados a 37°C e 250 rpm por 1 hora. A
cultura foram entéo adicionados 10 mL de meio SB pré-aquecido contendo (para um
volume de 15 mL) 20 ug/mL de carbenicilina e 10 ug/mL de tetraciclina. A cultura foi
incubada por mais 1 hora, e apos adicdo de 4,5 uL de carbenicilina 100 mg/mL
(concentracao final 50 ug/mL) e nova incubacéo, foram adicionados 20 mL de fago
helper 10** pfu/mL. O volume total foi adicionado a 165 mL de meio SB pré-aquecido
contendo 92,5 uL de carbenicilina 100 mg/mL e 148 uL de tetraciclina 12,5 mg/mL
(concentracdes finais em 200 mL: 50 ug/mL e 10 ug/mL) e incubado por 2 horas.

Apos adicdo de 70 pug/mL de canamicina, a cultura foi incubada até o dia
seguinte e entdo centrifugada a 3000 g e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
recolhido, acrescido de 25 mL de PEG / NaCl e incubado a 250 rpm e 37°C por 10
minutos. A solucéo foi incubada em gelo por 60 minutos e centrifugada a 15000 g e
4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o tubo de centrifuga deixado
invertido sobre papel-toalha por 10 minutos para remocdo de qualquer residuo de
PEG-8000. Os fagos precipitados foram ressuspendidos em 2 mL de TBS contendo
BSA 1% (m/v), transferidos para tubos de 1,5 mL e centrifugados a 20000 g e 4°C
por 5 minutos. O sobrenadante (biblioteca) foi filtrado em membrana de 0,22 pm

para remocdao de células e estocado a 4°C.
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4.2.1.6 Selecéo das bibliotecas de anticorpos

Cada biblioteca gerada foi submetida a quatro ciclos de selecéo, iniciados
pela sensibilizagdo de um imunotubo (NALGE NUNC) com Fc 1gG ou Fc5u IgM
diluidos em 1 mL de coating buffer. A fim de aumentar a estringéncia da selecdo, em
cada ciclo o imunotubo foi sensibilizado com quantidades decrescentes de proteina
(20, 10, 5 e 2,5 ug, respectivamente). Apés incubacdo overnight a 4°C e leve
agitacdo, a solucéao foi descartada e o imunotubo bloqueado com 2 mL de TBS
contendo 3% de BSA por 1 hora a 37°C e leve agitacdo. Nesse periodo foi
preparada uma cultura de 10 mL de E. coli XL1-Blue em meio LB contendo 10 pg/mL
de tetraciclina, incubada a 37°C e 250 rpm até a DOgq atingir 1,0 (4 a 5 horas).

Apoés descarte da solucéo de bloqueio, o imunotubo foi incubado por 2 horas
com 1 mL da biblioteca de fagos (input do ciclo) na concentracéo de 10'* fagos/mL.
Depois de descartada essa solugéo, o imunotubo foi lavado cinco vezes — adi¢éo de
2 mL de TBS contendo Tween 20 0,5%, homogeneizacdo por inversao (10
segundos) e descarte — para remocéo dos fagos fracamente ligados. A lavagem foi
repetida 10 vezes no segundo ciclo, 15 vezes no terceiro e 20 vezes no quarto. Os
fagos ligados foram entdo recuperados pela adicdo de 1 mL de tampao de eluicédo
acida e incubacdo em repouso e temperatura ambiente por 10 minutos, com
agitacdo em vortex por 5 segundos a cada minuto. Apds neutralizacdo com 150 pL
de Tris 1 mol/L pH 9, cerca de 150 pL dessa solucdo (output do ciclo) foram
armazenados a 4°C, e o volume restante foi armazenado em gelo até que a cultura
bacteriana alcancasse a DOgqo estipulada.

Para titulacdo do input, 2 pL de diluicbes 107, 10® e 10° da biblioteca
adicionada ao imunotubo foram incubadas por 15 minutos em repouso com 198 uL
da cultura de E. coli previamente incubada por 4 a 5 horas. Enquanto isso, 3 mL da
cultura foram infectados com o output (1 mL). A essa cultura foram adicionados 4 mL
de meio SB pré-aquecido contendo 12,5 pug/mL de tetraciclina e 40 pg/mL de
carbenicilina (concentracdes finais em 8 mL: 10 e 20 pug/mL, respectivamente). Para
titulagdo do output, 100 pL de diluicdes 10, 10 e 107 da cultura bacteriana foram
plaqueadas em LB sélido contendo 100 ug/mL de carbenicilina. Apos 15 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente, as diluicbes para titulagdo do input também

foram plaqueadas, e as seis placas foram incubadas overnight a 37°C.
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A cultura de 8 mL foi incubada em temperatura ambiente e repouso por 15
minutos, e a seguir a 37°C e 250 rpm por 1 hora. Foram entdo adicionados 30 pg/mL
de carbenicilina na concentracéo final de 50 pg/mL, e o cultivo foi incubado por mais
1 hora. Depois da adicdo de fago helper (10 mL a 10 pfu/mL) a cultura foi
transferida para 82 mL de meio SB pré-aquecido com 46 pL de carbenicilina 100
mg/mL e 73,6 pL de tetraciclina 12,5 mg/mL (concentracdes finais em 100 mL: 10
png/mL e 50 pug/mL) e incubada por mais 2 horas. Em seguida foram adicionados 70
Hg/mL de canamicina, e a cultura foi incubada overnight. Um novo imunotubo foi
sensibilizado para o préximo ciclo e incubado overnight a 4°C e leve agitacéo.

No dia seguinte foram contadas as colOnias crescidas nas placas incubadas
overnight. As titulagBes correspondem ao numero de colbnias de cada placa dividido
pela diluicdo e multiplicado por 80 para o output ou 500 para o input. A cultura
incubada no dia anterior foi centrifugada a 15000 g e 4°C por 15 minutos, e 0
sobrenadante recolhido, acrescido de 25 mL de PEG / NaCl e incubado a 250 rpm e
37°C por 10 minutos. A solucao foi incubada em gelo por 60 minutos e centrifugada
a 15000 g e 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o tubo deixado
invertido sobre papel-toalha por 10 minutos para remocdo de qualquer residuo de
PEG-8000. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de TBS contendo 1% de BSA,
transferido para tubos de 1,5 mL e centrifugado a 20000 g e 4°C por 5 minutos. O
sobrenadante (output amplificado) foi filtrado para remocéo de células e estocado a

4°C até ser empregado como input no panning seguinte.

4.2.1.7 Analise do processo de selecéo

Todos os inputs e outputs obtidos foram entdo analisados através de ELISA
para analise da afinidade pelo alvo empregado na selecdo. Aos pocos da placa de
imunoensaio foram adicionados 1 pg de proteina (Fc 1gG, Fc5u IgM ou BSA) diluida
em 100 uL de coating buffer. Apdés incubagdo overnight a 4°C e leve agitagéo, a
solucéo de sensibilizacéo foi descartada e os pogos foram bloqueados com 200 pL
de TBS + BSA 1% por 2 horas em temperatura ambiente e leve agitacdo. A solucéo
de bloqueio foi descartada e foram entdo adicionados 100 pL de diluigcbes 1:4 (em

solucao de bloqueio) dos inputs e outputs amplificados.
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ApoOs incubagdo por 1 hora os pocos foram lavados seis vezes com 200 pL
de TBS acrescido de 0,5% de Tween 20 e incubados nas mesmas condigbes com
200 pL do anticorpo murino anti-M13 conjugado a peroxidase (GE HEALTHCARE)
diluido 10000 vezes em solucédo de bloqueio. Depois das lavagens para remocao de
anticorpos secundarios ndo ligantes, foram adicionados aos pogos 100 uL de TMB.
Ap6s 15 minutos, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de &cido sulfarico
2 mol/L, e a absorbancia (Ass0) de cada poco foi determinada.

Em seguida foram isolados aproximadamente 25 clones de uma das placas
de titulagéo correspondentes ao output que apresentou maior reatividade em ELISA
(geralmente o quarto). Os clones foram cultivados em 5 mL de meio SB acrescido de
50 pug/mL de carbenicilina por 5 horas e 37°C e 250 rpm, e entdo 500 uL de fago
helper (10" pfu/mL) foram adicionados a cada cultura. Apés incubagéo por 2 horas
foram adicionados 70 ng/mL de canamicina, e as culturas foram incubadas até o dia
seguinte, quando foram centrifugados a 3000 g por 15 minutos.

O sobrenadante obtido foi misturado vigorosamente com 1/4 de volume de
PEG / NaCl, incubado em gelo por 30 minutos e centrifugado a 20000 g e 4°C por 15
minutos. Apos descarte do sobrenadante o tubo foi novamente centrifugado, e o
novo sobrenadante aspirado para remocao de qualquer residuo de PEG-8000. O
pellet (clones amplificados) foi ressuspendido em 50 uL de TBS acrescido de 1% de
BSA e armazenado a 4°C. Esse mesmo procedimento foi seguido para eventual
reamplificacdo dos estoques de inputs, outputs e clones isolados, mas empregando
5 uL do estoque correspondente para infeccdo de 5 mL da cultura bacteriana.

Os clones isolados foram entdo submetidos a um imunoensaio para analise
da afinidade com o alvo — conforme protocolo descrito para os inputs e outputs — e
seu DNA foi extraido para sequenciamento. Durante a amplificacdo dos clones
conforme descrito acima e apds a primeira centrifugacdo, 500 uL do sobrenadante
obtido foram separados, misturados a 200 uL de PEG / NaCl e incubados em
temperatura ambiente por 10 minutos. Apdés centrifugacdo por 10 minutos a 20000 g
e descarte do sobrenadante, o tubo foi brevemente centrifugado (spin) e o
sobrenadante aspirado para remoc¢ao de qualquer residuo de PEG.

O precipitado foi ressuspendido em 100 uL de tampéao iodeto adicionado de
250 uL de etanol e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Neste

intervalo é precipitado preferencialmente DNA de fita simples, com a maior parte das
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proteinas virais permanecendo em solucdo. ApOs centrifugacdo por 1 minuto a
20000 g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%,
centrifugado novamente e incubado a 42°C por até 1 hora para secagem. O pellet foi
entdo ressuspendido em 30 uL de TE, e apds quantificacdo em espectrofotbmetro a
solucdo foi estocada a -20°C. Cerca de 1 ug do DNA extraido de cada clone foi
enviado para sequenciamento (MACROGEN) com 50 pmol do primer MKFLOMP,

para amplificacéo de todo o fragmento scFv inserido em pCOMB3X.

4.2.2 Selecao de mimotopos de Treponema pallidum e HTLV

A triagem de mimotopos de HTLV e sifilis empregou as bibliotecas Ph.D. da
NEB (Figura 10), formadas por hepta e dodecapeptideos lineares (Ph.D.-7 e Ph.D-
12) e heptapeptideos circulares (Ph.D.-C7C) expressos na por¢cdo N-terminal da
proteina plll do bacteriofago M13KE. Cada virion apresenta cinco peptideos
idénticos, e cada biblioteca apresenta 2x10° peptideos distintos. As sequéncias
randémicas das bibliotecas Ph.D.-7 e Ph.D.-12 s&o flanqueadas por uma serina na
porcdo N-terminal e trés glicinas na regidao C-terminal. Na biblioteca Ph.D.-C7C as
extremidades dos peptideos apresentam as sequéncias SAC e CGGG, com as
cisteinas formando uma ponte dissulfeto responsavel pela conformacéo circular.

Os anticorpos monoclonais anti-HTLV e anti-Treponema pallidum
(FITZGERALD — ANEXOS F e G) utilizados nessa linha de trabalho séo de isotipo
IgG1 e foram produzidos em camundongos, empregando como imundgenos a
proteina p40Tax de HTLV-1 e um lisado de T. pallidum, respectivamente. Foram os
anicos anticorpos contra esses patdogenos encontrados disponiveis comercialmente
no momento da aquisicdo dos reagentes a serem utilizados neste trabalho.

Para amplificacdo das solucdes de fagos e expressdo de proteinas foi
utilizada a cepa ER 2738 de E. coli, que apresenta o gendtipo F’[proA'B" lacl
A(lacZ)M15  zzf::Tn10(Tet®)] fhuA2 gInV A(proAB-lac) thi-1 A(hsdS-mcrB)5. O
planejamento experimental para selecdo, isolamento, andlise e expressdo dos
peptideos foi baseado no Manual das Bibliotecas Ph.D. (NEB, 2009) e no trabalho
desenvolvido por ZWICK e colaboradores (1998).
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4.2.2.1 Selecao das bibliotecas de peptideos

Para cada anticorpo utilizado foram realizados trés ciclos de selegdo contra
cada uma das trés bibliotecas, totalizando seis processos. No primeiro ciclo o
imunotubo foi sensibilizado com 1,5 mL de coating buffer contendo 5 ug/mL do
anticorpo. Nos dois pannings seguintes a sensibilizagéo foi realizada com 1 e 0,5
ug/mL da proteina, respectivamente.

O imunotubo foi selado com parafilme e incubado overnight a 4°C sob leve
agitacdo. Depois de descartada a solucdo de sensibilizagdo, o imunotubo foi
completamente preenchido com coating buffer contendo 5 mg/mL de BSA, e
incubado para bloqueio por 1 hora a 4°C e leve agitagdo. Em seguida foi preparada
uma cultura bacteriana para o procedimento de titulacdo: uma col6nia de E. coli
cepa ER 2738 (cultivada em placa no dia anterior) foi inoculada em 10 mL de meio
LB contendo 10 pug/mL de tetraciclina e incubada a 37°C e 220 rpm por 1,5 a 2,5
horas, até a DOggo atingir aproximadamente 0,5.

Apoés descarte da solucdo de bloqueio o imunotubo foi lavado seis vezes
com TBS contendo Tween 20 0,1% e incubado com 1 mL do input de fagos (10°
fagos/mL, diluidos na solucédo de lavagem) por 1 hora a 25°C e 100 rpm. Durante
esse periodo foi preparada uma cultura bacteriana para o processo de amplificacao
do output: uma colénia de E. coli ER 2738 foi inoculada em 20 mL de meio LB
contendo 10 pg/mL de tetraciclina e incubada a 37°C e 220 rpm por cerca de 30
minutos, até a DOgg atingir 0,01 a 0,05.

Apés descarte da solucdo de fagos, os imunotubos foram lavados
(homogeneizacéo por inversao seguida de descarte da solucdo de lavagem) dez
vezes para remocdo de fagos fracamente ligados. Essa etapa foi repetida 15 vezes
no segundo ciclo e 20 vezes no terceiro. Os fagos ligados fortemente ao alvo foram
recuperados pela adicdo de 1 mL de tampé&o de eluicdo &cida e incubacédo por 10
minutos a 100 rpm e temperatura ambiente, seguida de neutralizagdo com 150 uL de
Tris 1 mol/L pH 9. Cerca de 100 pL da solugéo neutralizada foram armazenados a
4°C para titulacdo e futuros ensaios. O restante foi adicionado aos 20 mL da cultura
bacteriana incubada por 30 minutos e incubado por 5 horas a 37°C e 250 rpm.

Quando a DOgy desse cultivo atingiu 0,5, aliquotas de 90 uL foram

incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos com 10 uL de diluicdes 10, 102
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e 10 do output preparadas em LB. Cada aliquota infectada foi adicionada a 3 mL de
meio LB top &gar derretido (e previamente resfriado a 42°C) e plaqueada em meio
LB solido contendo 50 ug/mL de IPTG e 40 uL/mL de X-Gal 4% (placas pré-
aquecidas por pelo menos 1 hora a 37°C). Apés incubacao overnight a 37°C, foram
contadas as col6nias azuladas crescidas em cada placa, e o titulo dos outputs
(pfu/10uL) foi determinado multiplicando a contagem pela dilui¢ao.

Depois de 5 horas a cultura incubada para amplificacdo dos fagos foi
centrifugada a 12000 g e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo frasco e centrifugado nas mesmas condicdes, e 0 sobrenadante obtido foi
novamente transferido e acrescido de 3,5 mL (1/6 do volume) de PEG / NaCl. A
solucéo foi vigorosamente agitada e incubada overnight a 4°C para precipitacéo de
fagos, e no dia seguinte centrifugada a 12000 g e 4°C por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet rapidamente centrifugado para remocéo de
gualquer residuo de PEG, aspirando-se o sobrenadante com pipeta. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de TBS, transferido para um tubo de 1,5 mL e centrifugado
a 20000 g e 4°C por 5 minutos para remocao de células.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e os fagos foram
novamente precipitados pela adicdo de 1/6 do volume (cerca de 167 uL) de PEG /
NaCl e incubacdo em gelo por 60 minutos, seguido de centrifugacéo por 10 minutos
a 20000 g e 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet rapidamente centrifugado
para remocdo de PEG, aspirando-se o0 sobrenadante com pipeta. O pellet foi
ressuspendido em 200 uL de TBS, e essa solucao (output amplificado) foi titulada,
armazenada a 4°C e utilizada no panning seguinte.

Para a titulacdo do output amplificado, uma colénia de E. coli ER 2738 foi
inoculada em 10 mL de meio LB contendo 10 pug/mL de tetraciclina e incubada a
37°C e 250 rpm. Apds 1,5 a 2,5 horas (DOsgo proxima a 0,5) aliquotas de 200 pL da
cultura foram incubadas com 10 pL de diluicdes 10®° a 10™* da solugéo de fagos
ressuspendida em TBS. Apos incubacdo em repouso por 5 minutos, as aliquotas
infectadas foram adicionadas a 3 mL de meio LB top agar derretido (e previamente
resfriado a 42°C), plaqueadas em meio LB solido contendo 40 puL/mL de X-Gal e 50
ug/mL de IPGT (placas pré-aquecidas por pelo menos 1 hora a 37°C) e incubadas
overnight a 37°C. Em seguida um imunotubo foi sensibilizado e incubado overnight

para utilizagdo no préximo panning.
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No dia seguinte foram contadas as colbnias azuladas crescidas em cada
placa de titulacdo. O titulo do output amplificado (estimado em 10! pfu/10uL) foi
determinado multiplicando a contagem pela diluigao.

A fim de avaliar a eficiéncia dos pannings, a biblioteca Ph.D.-7 também foi
submetida a um processo de selecdo frente a estreptavidina. Exaustivamente
analisado e caracterizado por DEVLIN e colaboradores (1990), esse processo €
amplamente empregado como referéncia para selecao de bibliotecas de peptideos.
Caso o0s procedimentos sejam corretamente realizados e o0s parametros de
sensibilizacdo e lavagem sejam adequados, essa selecéo deve resultar na obtencao
de peptideos que apresentam a sequéncia consenso HPQ.

A selecdo da biblioteca frente a estreptavidina foi conduzida conforme
descrito para os demais processos, exceto pela etapa de eluicdo dos fagos ligantes:
em vez de empregar um tampéo acido para desestabilizacéo da interacao peptideo-
alvo, o imunotubo foi incubado por 30 minutos com TBS contendo 100 uM de biotina,
molécula que apresenta forte afinidade pelo alvo empregado. Outra alteracdo foi a
adicdo de 100 ng/mL de estreptavidina na solucdo de bloqueio, com o intuito de
impedir a interagdo do alvo com biotina ou qualquer proteina biotinilada

contaminante que eventualmente estivesse presente no BSA empregado.

4.2.2.2 Isolamento e andlise de clones

Dois frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio LB foram
inoculados com uma colénia de E. coli ER 2738 e incubados a 37°C e 200 rpm até a
DOeoo da cultura atingir 0,01 e 0,05 (30 minutos de incubac&o). Nesse momento
aproximadamente 24 col6nias de uma das placas do terceiro output (10 clones no
caso da selecédo frente a estreptavidina) foram transferidas para aliquotas de 1 mL
do cultivo. Apés incubacéo por 4 a 5 horas a 37°C, as culturas infectadas com fagos
foram centrifugadas a 20000 g por 30 segundos para remocéao de células.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e novamente centrifugado,
e 80% (v/v) do sobrenadante (clones isolados e amplificados) foram transferidos
para novos tubos e estocados a 4°C. Para eventuais reamplificacdes dos estoques

de inputs, outputs e clones selecionados, foi seguido o mesmo procedimento
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descrito acima, mas utilizando 5 puL do estoque obtido anteriormente para infec¢éo
de 1 mL da cultura bacteriana.

A seguir o DNA dos clones isolados foi extraido para sequenciamento.
Durante a amplificacdo e apds a primeira centrifugacéo, 500 uL da solucdo de fagos
amplificada foram acrescidos de 200 uL de PEG / NaCl, incubados em temperatura
ambiente por 10 minutos e centrifugados por 10 minutos a 20000 g. ApoOs descarte
do sobrenadante o tubo foi brevemente centrifugado (spin) e qualquer residuo de
PEG foi aspirado com o auxilio de uma pipeta.

O precipitado foi ressuspendido em 100 uL de tampé&o iodeto, adicionado de
250 pL de etanol e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Depois de
centrifugado por 1 minuto a 20000 g, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com etanol 70%, centrifugado novamente, incubado a 55°C por 20 minutos para
secagem e finalmente ressuspendido em 30 uL de TE. O DNA foi quantificado em
espectrofotometro, e 1 ug de DNA de cada clone foi enviado para sequenciamento
(MACROGEN) juntamente com 50 pmol do primer -96glll. O restante do DNA
extraido foi estocado a -20°C.

A afinidade dos clones pelo anticorpo empregado na selecdo foi entdo
avaliada por meio de um ensaio imunoenzimatico. Os pocos da placa de ELISA
foram sensibilizados com 0,5 a 20 ug/mL do anticorpo diluido em 100 uL de coating
buffer. Apos incubacéo overnight a 4°C e leve agitacdo, a solucdo de sensibilizacéo
foi descartada e os pocos bloqueados com 250 uL de coating buffer acrescido de
0,5% de BSA. Depois de a placa ser incubada por 1 a 2 horas nas mesmas
condicdes, a solucdo de bloqueio foi descartada e os pocos foram lavados com 200
uL de TBS contendo Tween 20 0,1%.

Ap6s adicdo de 100 pL de soluges contendo 1x10% a 1x10* fagos,
(preparadas em solucao de lavagem) e incubacgéo por 1 a 2 horas, os pocos foram
lavados e incubados por 1 hora com 200 uL de anticorpo anti-M13 plll conjugado a
peroxidase (NEB) diluido 25000 vezes em solucédo de bloqueio. Depois de repetida a
etapa de lavagem para remoc¢éo de anticorpos secundarios néo ligantes, 100 uL de
TMB foram adicionados aos pocos. Apos 10 minutos a reacdo de revelacdo foi
interrompida pela adicdo de 100 uL de &cido sulfarico 2 mol/L, e a absorbancia no

comprimento de onda de 450 nm foi determinada em espectrofotdmetro.
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4.2.2.3 Obtengao de Escherichia coli ER 2738 eletrocompetente

Para producédo de células eletrocompetentes de E. coli ER 2738, 15 mL de
meio LB foram inoculados com uma colonia da cepa (isolada de uma placa
preparada no dia anterior) e incubados overnight a 37°C e 250 rpm. Seis frascos
Erlenmeyer de 1 litro contendo 250 mL de meio LB foram entdo inoculados com
aliquotas de 2,5 mL dessa cultura, e incubados nas mesmas condi¢cfes até a DOggo
alcancar o valor aproximado de 0,7 (cerca de 2 a 3 horas).

As culturas foram incubadas em gelo por 30 minutos, transferidas para
frascos de centrifuga de 400 mL previamente resfriados e centrifugadas a 5000 g e
4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets ressuspendidos em
250 mL de uma solucdo previamente resfriada de glicerol 10% (v/v) em agua
deionizada, e centrifugados novamente. Depois de descartado o sobrenadante, os
pellets foram novamente ressuspendidos em 125 mL de glicerol 10%, combinados
dois a dois e centrifugados novamente.

Apoés descarte do sobrenadante, cada pellet foi ressuspendido em 30 mL de
glicerol 10%, combinados em um unico frasco centrifugados a 8000 g e 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 3 mL de
glicerol 10% e aliquotado em tubos de 1,5 mL previamente incubados em banho de
gelo seco e etanol — 100 pL por tubo, num total aproximado de 30 tubos. Ao final as
aliquotas foram imediatamente armazenadas a -80°C. O teste de competéncia da
cultura foi realizado conforme descrito para a cepa XL1-Blue, mas empregando

ampicilina como marcador de selecao.

4.2.2.4 Expressao dos peptideos na forma solavel

A seguir os clones que apresentaram consideravel afinidade pelos
anticorpos empregados na selecao foram submetidos a um processo de expressao
na forma solavel, desvinculados de particulas virais. Inicialmente, as sequéncias
nucleotidicas que codificam os peptideos selecionados foram inseridas no plasmideo
pMAL-plll. Esse sistema, desenvolvido por ZWICK e colaboradores (1998), permite
gue sequéncias selecionadas por meio de phage display sejam expressas

fusionadas a proteina ligante de maltose (maltose-binding protein, MBP).
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Em pMAL-plll o gene de interesse € inserido a jusante de uma sequéncia
gue codifica um peptideo sinal responsavel por direcionar a proteina correspondente
para o espaco periplasmatico de E. coli, o que facilita a extracdo da mesma a partir
da cultura bacteriana. E como a etiqueta MBP interage fortemente com amilose, a
proteina de fusdo pode ser purificada por cromatografia de afinidade frente a uma
resina composta pelo polissacarideo.

As sequéncias nucleotidicas que codificam os peptideos foram amplificadas
dos clones selecionados utilizando 20 ng de DNA extraido, 1 unidade de Platinum
Taq High Fidelity (INVITROGEN), 5 uL de Tampé&o Taq HF, 2 uL de MgCL, 50 mM,
1 uL de mix de dNTPs 10 mM, 10 uM dos primers M13KE e -96glll, e 4gua ultra pura
para um volume final de 50 uL. A PCR foi conduzida com desnaturacao inicial a
94°C por 2 minutos, 35 ciclos (desnaturacao a 94°C, anelamento a 50°C e extenséo
a 68°C — cada etapa por 30 segundos) e extenséo final a 68°C por 10 minutos. A
amplificagéo foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, sendo
gue o tamanho dos fragmentos obtidos € de 50 a 60 pb.

O DNA obtido foi entdo quantificado em espectrofotdmetro, e em seguida
submetido & digestdo pelas endonucleases de restricdo Eagl (5° CYGGCCG 3') e
Acc65l (5 GYGTACC 3’). Cada reacdo empregou 1 pg do produto de PCR da
reacao anterior, 10 unidades das enzimas Eagl e Acc65l (NEB), 5 uL de Tampéo
NEBuffer 3 10X e agua ultra pura para um volume final de 50 uL. A digestao foi
conduzida por 7 horas a 42°C, e ap0s esse periodo a solucdo foi incubada a 65°C
por 20 minutos para inativacao das enzimas.

Os fragmentos digeridos foram entdo submetidos a um processo de
purificacdo que empregou eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% e precipitacao
com etanol. Os 50 uL de cada digestdo foram acrescidos de 10 uL de tampéo
glicerol 5X, e a eletroforese foi conduzida a 100 mV em TBE 0,5X. Durante esse
processo, ponteiras com filtro para micropipetas de 1 mL tiveram suas pontas
cortadas de modo a possibilitar seu encaixe sobre tubos de 1,5 mL, e os filtros foram
lavados duas vezes com 500 pL de agua ultra pura e rapida centrifugacao.

A porcao do gel correspondente a banda de interesse foi excisada e dividida
em porcBes menores, e estas foram transferidas para os filtros acoplados sobre os
tubos de 1,5 mL. O conjunto foi centrifugado a 6000 g por 5 minutos para separar 0

DNA (liberado juntamente com o tamp&o TBE) do gel (retido pelo filtro). A solugéo de
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DNA obtida foram acrescidos 1/10 do volume de acetato de sdédio 3 mol/L, 3 volumes
de etanol absoluto e 1 pL de glicogénio 20 ng/mL.

A solucéo foi incubada a -20°C overnight para precipitacdo do DNA, e apos
centrifugagcédo a 20000 g por 15 minutos e descarte do sobrenadante, o pellet
formado foi ressuspendido em 1 mL de etanol 70% e centrifugado novamente. A
lavagem com etanol 70% foi repetida e o precipitado incubado a 42°C por 30 a 60
minutos para secagem. O pellet foi acrescido de 20 uL de TE e incubado overnight a
4°C para ressuspensao e por mais 10 minutos a 56°C. A recuperagdo dos
fragmentos foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2%, e apos
guantificacdo em espectrofotdmetro as amostras foram armazenadas a -20°C.

Cerca de 10 ug de plasmideo pMAL-plll (NEB) foram também digeridos com
10 unidades de Eagl e Acc65I, 20 uL de NEBuffer 3 10X e agua ultra pura para um
volume de 200 uL. Apos incubacao a 37°C por 5 horas, a digestéo foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, e o plasmideo foi purificado pelo kit High Pure
(ROCHE). A seguir 50 ng do vetor e 5 equivalentes molares (2,2 ng) de inserto,
ambos digeridos, foram ligados em uma reacdo overnight a 16°C que empregou 1
unidade de ligase (INVITROGEN), 5 uL de tampdo ligase 5X, e agua ultra pura para
um volume final de 20 pL. Essa solucao foi armazenada a -20°C até sua utilizacao.

Em seguida 10 uL das solucdes de vetores pMAL-plll contendo os insertos
foram submetidos ao processo de eletroporacdo conforme descrito anteriormente,
utilizando 100 uL de E. coli ER 2738. Cinco coldnias correspondentes a cada clone
foram isoladas e submetidas a amplificacdo para confirmar a insercdo dos
fragmentos. Essa PCR de colénia empregou 1,5 unidades de Tag DNA polimerase
(INVITROGEN), 1,5 uL de Taq reaction buffer 10X, 0,45 uL de cloreto de magnésio
50 mM, 1,5 uL de mix de dNTPs 10 mM e 3 pmol dos primers pMAL-F e pMAL-R.

A reacdo foi conduzida com desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, 25
ciclos de amplificacédo (desnaturacéo a 95°C, anelamento a 55°C e extenséo a 72°C,
cada um por 30 segundos) e extensao final a 72°C por 5 minutos. Em seguida o
material foi submetido a eletroforese em gel de acrilamida a 8%: se a insercao dos
fragmentos em pMAL-plll foi bem sucedida, o fragmento amplificado nessa reacéo
teria 348 pb, contra 303 pb do amplicon sem o inserto.

Para o processo de expressao, uma col6nia de E. coli ER 2738 transformada

com um vetor pMAL-plll contendo um dos insertos foi inoculada em 10 mL de meio
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LB acrescido de 100 pug/mL de ampicilina e incubada overnight a 37°C e 250 rpm. A
cultura foi transferida para 1 litro de rich broth enriquecido com glucose e 100 ug/mL
de ampicilina e incubada a 37°C e 250 rpm, até a DOgqo atingir 0,5 (2 a 3 horas).
Ap6s adicdo 0,3 mM de IPTG e incubacdo por mais 3 horas para expressao, a
cultura foi centrifugada por 20 minutos a 4000 g. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 400 mL de Tris 30 mM pH 8 contendo sacarose 20% (m/v).

Em seguida foram adicionados 800 uyL de EDTA 500 mM (para uma
concentragcédo final de 1 mM), e a solucdo foi incubada por 5 a 10 minutos em
temperatura ambiente sob agitacdo, sendo em seguida centrifugada a 8000 g e 4°C
por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 400 mL
de sulfato de magnésio 5 mM previamente resfriado e incubado por 10 minutos sob
leve agitacdo em um banho de agua e gelo. Depois de novamente centrifugado, o
sobrenadante foi recolhido e acrescido de 8 mL de Tris pH 7,5.

Essa solucdo (extrato de choque osmotico) foi entdo submetida a
cromatografia de afinidade frente a 15 mL de resina de amilose (NEB) contidos em
uma coluna com 2,5 cm de didmetro e 10 cm de altura. Inicialmente a coluna foi
lavada com 8 volumes de column buffer, e em seguida o extrato de choque osmético
foi adicionado nas vazbes aproximadas de entrada e saida de 5 mL por minuto.
Apos lavagem com 12 volumes de column buffer na mesma vazéo, o peptideo ligado
a coluna foi eluido com trés fracdes de 10 mL de column buffer contendo 10 mM de
maltose. Depois de regenerada por meio de lavagens sucessivas com 3 volumes de
agua e de SDS 0,1%, 1 volume de agua e finalmente 3 volumes de column buffer, a
coluna foi armazenada a 4°C em 3 volumes de column buffer. Desta forma ela pode
ser utilizada mais quatro vezes.

A expressao das proteinas de fuséo foi confirmada por SDS-PAGE 13%. As
amostras foram incubadas primeiramente a 100°C por 5 minutos e logo em seguida
em gelo por 2 minutos, e entdo centrifugadas a 20000 g por 1 minuto. Os pocos do
gel foram carregados com 20 uL de cada amostra (com o cuidado de nao perturbar
os pellets durante a pipetagem) e a corrida foi conduzida a 30 mA.

Além da expresséao de proteinas fusionadas aos peptideos obtidos por meio
de phage display, foi produzida também a etiqueta MBP n&o fusionada a nenhum

peptideo, a ser empregada em eventuais ensaios de controle.
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4.2.2.5 Analise dos peptideos soluveis

Como forma de verificar a eficiéncia da purificacdo e a integridade da
proteina de fusdo, os extratos de choque osmético obtidos foram submetidos a SDS-
PAGE 13% seguida de coloracdo com prata. Embora mais laborioso que o método
gue emprega coomassie, a coloracdo com prata é mais sensivel e possibilita a
visualizacdo de bandas que n&o seriam aparentes pela coloragéo tradicional.

Logo apos a eletroforese o gel foi imerso em solucdo de fixacao e incubado
overnight em temperatura ambiente e leve agitacdo. A seguir o gel foi incubado trés
vezes em etanol 50% por 5, 10 e 15 minutos sob leve agitacéo, e entdo incubado em
solucdo contendo tiossulfato de sddio 0,02% (m/v) por 30 segundos. Depois de trés
lavagens com agua em abundancia, o gel foi incubado em solucédo de prata por 30
minutos e, apOs novas lavagens com agua, incubado em solucéo de revelacao por
cerca de 2 a 5 minutos. Quando as bandas se tornaram aparentes a reacao foi
interrompida com etanol 50%.

Os peptideos soluveis foram entédo analisados por ELISA. Os pocos da placa
foram sensibilizados com 1 ug da proteina fusionada em 100 uL de coating buffer.
Apoés incubacdo overnight a 4°C e leve agitacdo, a solucdo de sensibilizacdo foi
descartada e os pocos foram bloqueados com 200 uL de coating buffer acrescido de
BSA 1%. ApoOs incubacado por 1 hora nas mesmas condi¢cfes a solucao de bloqueio
foi descartada e os pocos foram lavados com 200 uL de TBS contendo 0,5% de
Tween 20. Em seguida foram adicionados 200 uL de solu¢des contendo o anticorpo
primario (anticorpo monoclonal ou soro infectado por T. pallidum ou HTLV) diluido
em solucéo de bloqueio.

Apbs incubacao por 2 horas os pocos foram lavados mais seis vezes e em
seguida incubados nas mesmas condi¢cfes por 1 hora com 200 uL de anticorpo anti-
mouse ou anti-human conjugado a peroxidase, diluido 1000 vezes em solucdo de
bloqueio (25000 vezes para o anti-human). Depois de repetidas as lavagens para
remocao de anticorpos secundarios ndo ligantes, foram adicionados 100 uL de TMB.
Apo6s 10 minutos, a reagdo de revelagéo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de
acido sulfurico 2 mol/L, e a absorbancia no comprimento de onda de 450 nm foi

determinada em espectrofotdmetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DE ANTICORPOS ANTI-IgG E ANTI-IgM HUMANAS

5.1.1 Imunizagdo de camundongos

A Figura 11 apresenta os resultados do ensaio de dot blot dos soros pré-
imune de quatro camundongos BALB/c. Os animais 2 e 4 apresentaram leve
reatividade com a proteina Fc 1gG, e dessa forma foram destinados ao procedimento
de imunizacdo com Fc5u IgM. Ja o soro dos animais 1 e 3 ndo reagiram com as
duas proteinas, e eles foram entdo submetidos a inoculacdo com Fc IgG.

ApOs trés inoculagdes os camundongos 2 e 4 desenvolveram forte resposta
contra o fragmento Fc5u de IgM, alcancando titulos de 1:51200 (Graficos 01 e 02).
Ja os animais 1 e 3 apresentaram baixa reatividade frente a Fc IgG, com titulos de
1:1600 e 1:6400, respectivamente (Graficos 03 e 04). Vale lembrar que o titulo foi
aqui definido como a maior diluicdo na qual a reatividade do soro frente ao antigeno
€ igual ou maior ao dobro da reatividade contra o BSA. Para os propositos deste
trabalho, € mais importante determinar se o titulo é alto ou baixo do que obter um
valor preciso (BARBAS et al., 2001).

FIGURA 11 — Dot blot do soro de camundongos BALB/c empregados na obtencdo de RNA

codificante de anticorpos anti-lgG e anti-IgM.

o Soro pré-imune Soro pés terceira inoculagéo
Sensibilizagao Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 1 Animal 2
= :
»
i (-} -5 ,‘/"hj / ¢
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Fc IgG .
’ o
o A
M 5 ,
Fc5u IgM .

NOTA: A titulo de comparacéo, € apresentada também a reatividade dos soros dos camundongos 1 e
2 coletados uma semana ap@s a terceira inoculacao.
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GRAFICO 01 — Titulagdo do soro do camundongo 2 ap0s trés inocula¢des com Fc5u IgM

(todas as inoculacgdes realizadas com alu-gel).
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NOTA: Os valores correspondentes ao titulo estdo destacados.

GRAFICO 02 — Titulacdo do soro do camundongo 4 ap6s trés inocula¢des com Fc5u IgM

(primeira inoculacao realizada com ACF).
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GRAFICO 03 - Titulagido do soro do camundongo 1 ap0s trés inoculagdes com Fc IgG

(todas as inoculacdes realizadas com alu-gel).
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NOTA: Os valores correspondentes ao titulo estédo destacados.

GRAFICO 04 — Titulagdo do soro do camundongo 3 ap0s trés inoculacdes com Fc IgG

(primeira inoculacao realizada com ACF).
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Os camundongos inoculados com Fc5u IgM foram submetidos ao
procedimento de extracdo do baco e obtencdo de RNA, enquanto os animais
inoculados com Fc IgG receberam mais duas inje¢des extras como tentativa de se
estimular o desenvolvimento de uma resposta imune frente ao antigeno. Entretanto,
0 soro obtido do sangue extraido pela puncéo cardiaca apresentou reatividade
menor que a anteriormente observada (Graficos 05 e 06).

Com base nisso, decidiu-se submeter animais da linhagem Swiss Webster
ao protocolo de imunizagcdo com Fc IgG. A definicdo dessa estratégia partiu do
principio de que essa linhagem — por ndo ser isogénica e apresentar, portanto, maior
variabilidade imunogénica que os animais BALB/c — pudesse gerar anticorpos mais
reativos do que aqueles produzidos pelos camundongos inicialmente empregados.
Apos trés inoculagdes, o titulo correspondente ao soro do animal que recebeu a
primeira inoculacdo com ACF foi de 1:12800, enquanto aquele que recebeu todas as
inoculacdes com alu-gel apresentou titulo de 1:3200 (Gréficos 07 e 08). Apesar de
superiores aos observados anteriormente, esses valores sdo ainda menores que 0S

observados para os camundongos imunizados com Fc5u IgM.

GRAFICO 05 — Titulagdo do soro do camundongo 1 apos seis inoculagdes com Fc IgG

(todas as inoculacdes realizadas com alu-gel).
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GRAFICO 06 — Titulagdo do soro do camundongo 3 apds seis inoculagdes com Fc IgG

(primeira inoculacéo realizada com ACF).
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GRAFICO 07 — Titulac&o do soro do camundongo Swiss Webster ap6s trés inoculacdes com

Fc IgG (todas as inoculacdes realizadas com alu-gel).
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GRAFICO 08 — Titulag&o do soro do camundongo Swiss Webster ap0s trés inoculacdes com

Fc IgG (primeira inoculacéo realizada com ACF).
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Embora ndo tenham sido encontrados estudos comparando a
imunogenicidade de anticorpos IgG humanos e murinos, € possivel que as
sequéncias protéicas dessas duas imunoglobulinas sejam semelhantes a ponto de
0s camundongos ndo serem capazes de desenvolver uma resposta imunologica
robusta frente a fracdo Fc de IgG humana. Assim, optou-se por dar continuidade

somente com a linha de selec&o de anticorpos anti-lgM humana.

5.1.2 Construcao das bibliotecas

Com o intuito de aproveitar o pool de variabilidade imunogénica dos dois
camundongos BALB/c imunizados com Fc5u IgM, o RNA total extraido do baco de
ambos foi combinado em proporg¢des iguais, e submetido ao processo de transcricdo
reversa. A partir do cDNA foram amplificadas as regifes ViL, ViL, VS, V)\S e Vy.
Estas sequéncias foram entdo fusionadas para obtencdo dos segmentos que

codificam os anticorpos recombinantes scFv S (short linker) e scFv L (long linker).
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Essas reagcbes de amplificacdo e fusdo sdo evidenciadas nos géis de
agarose 1% apresentados na Figura 12. No gel referente a PCR de fusédo foi
verificada a presenca de bandas de cerca de 800 pb correspondentes aos
fragmentos scFv, embora sejam visiveis também segmentos Vy e V. de cerca de
400 pb néo fusionados, que podem indicar que a reacdo de fusdo nao foi

completamente eficiente.

FIGURA 12 — Obtencdo de DNA codificante de fragmentos VL, V\L, VS, V\S e V4 (a) e de

anticorpos recombinantes scFv S e scFv L anti-lgM humana (b).

a)| M VL WL ViS V)\S Vu b)| M scFvL  sckvS
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LEGENDA: M: Marcador 1 kb plus DNA ladder (INVITROGEN).
NOTA: tamanho aproximado dos amplicons: fragmentos variaveis: 400 pb; segmentos scFv: 800 pb.

Na Figura 13 é evidenciada a insercao de scFv L no fagomideo pCOMB3X.
Né&o foi verificado o crescimento, em meio seletivo, de colbnias de E. coli XL1-Blue
transformadas com o vetor pCOMB3X contendo o inserto scFv S, 0 que sugere a
ocorréncia de algum revés durante a digestdo do fragmento ou durante a ligacéao.
Em virtude disso, e como seria dispendioso construir novamente a biblioteca —
partindo da producdo de cDNA e seguindo até a insercdo de scFv S no vetor
pCOMB3X, passando pela amplificacdo e purificacdo de 20 pug dos segmentos
variaveis e pela obtencéo e purificacdo de 10 pg do fragmento fusionado —, optou-se

por dar continuidade apenas com a sele¢éo da biblioteca de anticorpos anti-IgM.
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FIGURA 13 — Insercao do fragmento scFv L no fagomideo vetor pCOMB3X.
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M: 1 kb plus DNA ladder;

1: fragmento scFv L digerido pela
enzima Sfil (~5kb);

2: fagomideo pCOMB3X circular;

3: vetor digerido por Sfil — fragmentos de
~3400 pb e ~1600 pb (stuffer);

4: pCOMB3x contendo o inserto

scFv L (~4200 pb).
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5.1.3 Selecao da biblioteca de anticorpos

Os resultados referentes ao monitoramento do processo de selecdo da
biblioteca de anticorpos scFv L anti-IgM séo apresentados no Grafico 09. Todos os
valores de input se encontram préximo a 10*? fagos/mL, conforme recomendado por
BARBAS e colaboradores (2001). De acordo com a mesma fonte, era esperado que
o output do primeiro panning apresentasse valores proximos a 10° a 10° fagos/mL e
gue esse valor aumentasse gradativamente nas etapas seguintes, alcancando titulos
iguais ou superiores a 108 fagos/ mL no quarto ciclo

Entretanto, no processo aqui realizado todos os titulos de output ficaram
abaixo do previsto, sem apresentar um perfil caracteristico de enriquecimento de
fagos. Além disso, a reatividade de todos os inputs e outputs com a molécula-alvo,
avaliada em imunoensaio, foi consideravelmente baixa (A4so inferior a 0,2) e néo
distinguivel da reatividade dos mesmos com BSA (controle negativo) (dados né&o
apresentados). Esse fato reforca a possibilidade de a selecéo ter sido ineficiente.

O sucesso de um processo de selecdo de moléculas através de phage
display depende de uma adequada definicAo dos parametros experimentais. No
ensaio de selecdo aqui realizado € possivel que as condicdes de lavagens

estabelecidas (10, 15 , 20 e 25 vezes no 4°, respectivamente do 1° ao 4° ciclo)
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tenham sido excessivamente estringentes, a ponto de eliminar fagos com forte
interacdo pelo alvo. Além disso, a quantidade de proteina empregada na
sensibilizacdo (20, 10, 5 e 2,5 pg por imunotubo, respectivamente do primeiro ao

guarto panning) pode ter sido insuficiente para proporcionar a ligacdo de fagos
expondo anticorpos scFv L ligantes.

GRAFICO 09 — Monitoramento do processo de sele¢éo da biblioteca de anticorpos scFv L
anti-lgM frente ao fragmento Fc5u humano.
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5.1.4 Repeticdo do processo de selecao

Assim, decidiu-se realizar um novo processo de selecdo, estabelecendo
duas modificacbes em relacdo a triagem inicial. A fim de aumentar as chances de
ligacdo de fagos ao alvo, em cada ciclo os imunotubos foram sensibilizados com o
dobro da quantidade de Fc5u IgM originalmente estabelecida (40, 20, 10 e 5 png,
respectivamente do primeiro ao quarto panning). E para aumentar a estringéncia da
selecdo e eliminar ligantes fracos, apés o descarte da solucdo de fagos (input), o
imunotubo passou a ser lavado 10 vezes no 1° ciclo, 15 vezes no 2°, 20 vezes no 3°

e 25 vezes no 4°, sendo agitado em vortex por 10 a 15 segundos em cada lavagem.
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Entretanto, o monitoramento desse segundo processo novamente né&o
apresentou um perfil que indicasse selecao eficiente (Grafico 10). Além disso, os
inputs e outputs ndo apresentaram reatividade com a molécula-alvo em ELISA
(dados néo apresentados).

GRAFICO 10 — Monitoramento do segundo processo de selecéo da biblioteca de anticorpos
scFv L anti-IgM frente ao fragmento Fc5u humano.
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5.1.5 Analise do processo de selecéo

Embora o monitoramento dos ciclos de triagem apresentasse resultados
pouco satisfatérios, optou-se por dar continuidade a linha de obtencdo de anticorpos
recombinantes scFv L anti-lgM humana com o isolamento de clones do 4° output do
segundo processo de selecao realizado. Essa deciséo foi baseada na ideia de que
ainda seria possivel isolar clones com elevada afinidade pela molécula-alvo mesmo
em uma selecdo que ndo apresenta o perfil de enriquecimento de fagos nem a
reatividade esperada.

A principio foram isolados 25 clones, mas trés deles (IgM22, IgM23 e IgM24)

nao foram capazes de crescer em meio seletivo. As demais amostras tiveram sua
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afinidade com Fc5u analisada em imunoensaio. Para comparacdo, nesse
experimento foi utilizado um controle positivo no qual um poco da placa de
imunoensaio foi sensibilizado com anticorpo anti-M13, e o output do quarto panning
foi adicionado como solucao de fagos.

Esse imunoensaio (Gréafico 11) indicou que os clones IgM02, IgM04, IgMO05 e
IgMO6 apresentavam significativa afinidade por Fc5u IgM quando comparados com o
controle positivo e com a reatividade dos mesmos frente ao BSA. Os clones 20 e 25
apresentaram maior reatividade com o BSA do que com o fragmento de anticorpo:
como aquela molécula foi utilizada no bloqueio do imunotubo durante a triagem, nao

€ surpreendente que tenha ocorrido selecéo de anticorpos frente a ela.

GRAFICO 11 - Reatividade dos clones isolados da biblioteca de anticorpos anti-lgM

humana selecionada frente ao fragmento Fc5p.
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O DNA desses 22 clones obtidos foi entdo extraido e enviado para
sequenciamento (MACROGEN), juntamente com o primer MKFLOMP, que anela na
regido ompA do vetor pPCOMB3X e permite a amplificacdo de cerca de 900 a 950
bases a jusante desse local, compreendendo todo o fragmento scFv inserido. As
sequéncias de nove clones ndo apresentaram o tamanho esperado (ANEXO E),
devido provavelmente a degradacdo ou contaminacdo da amostra, que pode ter
ocorrido durante o isolamento, extracdo de DNA ou envio para sequenciamento.

As outras 13 amostras isoladas e sequenciadas foram submetidas a um

processo de alinhamento com o banco de dados VBASE2, composto por porgdes
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varidveis de imunoglobulinas humanas e murinas (RETTER et al., 2005)

(http://www.vbase2.org/). Nesse processo foi empregado o programa BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) desenvolvido por ALTSCHUL e colaboradores (1997)
e disponivel em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.

A ferramenta BLAST é capaz de evidenciar correspondéncias (matches) de
nucleotideos ou aminoacidos entre uma dada sequéncia consultada (query) e
sequéncias constituintes de um banco de dados. A fim de estimar a significancia
desses alinhamentos, empregou-se o0 parametro estatistico denominado expected
value (e-value) (KARLIN & ALTSCHUL, 1990): quanto menor esse valor para um
determinado alinhamento, menor a probabilidade de que ele tenha ocorrido por
acaso. Na analise aqui realizada foi empregada especificamente a ferramenta
BLASTN, para alinhamento de sequéncias nucleotidicas

Os treze clones submetidos a essa analise ndo foram capazes de alinhar
com nenhuma das sequéncias constituintes do banco VBASE2. Nove sequéncias,
no entanto, alinharam quase que inteiramente com a por¢cdo do fagomideo
pCOMB3X correspondente ao stuffer e a regido codificante do gene plll (Figura 14).
Como o stuffer deveria ter sido removido do vetor durante a digestdo com a enzima
Sfil, esse resultado sugere que o fragmento scFv L pode néo ter sido corretamente
inserido no vetor pCOMB3X. No entanto, tal observagdo entra em conflito com os
resultados do imunoensaio realizado (Grafico 11), em que os clones IgM02, IgM04,
IgMO5 e IgMO06 interagiram fortemente com a molécula-alvo.

Para confirmar esses resultados, os quatro clones acima mencionados,
juntamente com IgM03 e IgM25, foram reamplificados e sua reatividade frente a
Fc5u IgM foi novamente avaliada (Grafico 12). Em seguida, o DNA destes clones foi
novamente extraido e sequenciado, redobrando-se o0s cuidados para evitar
contaminacdo e degradacdo. Além disso, como havia a desconfianca de que o
primer MKFLOMP empregado no sequenciamento pudesse ter alinhado com uma
regido do vetor diferente da esperada (ANEXO D), os clones também foram
sequenciados em uma reacdo que empregava o iniciador PC3X, que alinha 38
nucleotideos a montante da regido de anelamento de MKFLOMP.

Os clones reamplificados apresentaram reatividade equivalente aquela
observada no primeiro imunoensaio realizado (Grafico 11) e o emprego do primer
PC3X indicou que o MKFLOMP estava realmente anelando na regido esperada. No

entanto, apenas cinco das doze amostras enviadas apresentaram o tamanho
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esperado de 900 a 950 pb (ANEXO E), indicando que novamente houve degradacéo
ou contaminacao. E conforme observado anteriormente, nenhuma das amostras foi
capaz de alinhar com as sequéncias constituintes do banco de dados VBASEZ2,

embora duas tenham alinhado com a regiéo stuffer e plll do vetor (Figura 15).

FIGURA 14 — Alinhamento dos clones selecionados frente ao fragmento Fc5u com a regiao
stuffer e plll do fagomideo pCOMB3X.

pCOMBS3X (gi|34485976]), nucleotides 190-2690

Query ID Icl|52484 Subject ID 22 subjects
Description pCOMB3X (gi|34485976(), nucleotides 190-2690 Description P See details
Molecule type nucleic acid Molecule type nudeic acid
Query Length 2500 Subject Length n/a
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ Max ‘ Total ‘ Query A E ‘
score score coverage value
52486 IGM1-MKLFOMP_950bases 1647 2001 39% 0.0
52487 IGM2-MKLFOMP_626bases 22.9 231 6% 0.19
52488 IGM3-MKLFOMP_950bases 1631 2012 39% 0.0
52489 IGM4-MKLFOMP_925bases 21.1 79.1 1% 0.99
52490 IGM5-MKLFOMP_911bases 19.3 58.0 1% 3.4
52491 IGM6-MKLFOMP_950bases 1373 1659 38% 0.0
52492 IGM7-MKLFOMP_950bases 1324 1596 40% 0.0
52493 IGM8-MKLFOMP_604bases 21.1 222 5% 0.64
52494 IGM9-MKLFOMP_950bases 206 497 32% 2e-86
52495 IGM10-MKLFOMP_950bases 1288 1597 40% 0.0
52496 IGM11-MKLFOMP_596bases 21.1 178 3% 0.63
52497 IGM12-MKLFOMP_577bases 24.7 342 7% 0.050
52498 IGM13-MKLFOMP_693bases 21.1 366 9% 0.74
52499 IGM14-MKLFOMP_594bases 22.9 271 6% 0.18
52500 IGM15-MKLFOMP_930bases 21.1 98.4 2% 1.00
52501 IGM16-MKLFOMP_950bases g81 1245 25% 0.0
52502 IGM17-MKLFOMP_702bases 26.5 228 5% 0.018
52503 IGM18-MKLFOMP_841bases 19.3 77.3 1% 3.1
52504 IGM19-MKLFOMP_905bases 19.3 115 2% 3.4
52505 IGM20-MKLFOMP_950bases 1301 1565 38% 0.0
52506 IGM21-MKLFOMP_950bases 1636 1992 39% 0.0
52507 IGM25-MKLFOMP_593bases 21.1 238 5% 0.63

NOTA: a regido de 2500 nucleotideos que contém o stuffer e o gene codificador da proteina plll
abrange os nucleotideos de 275 a 2775 do vetor pCOMB3X (ANEXO D);
LEGENDA: a designacdo MKFLOMP se refere ao primer empregado no sequenciamento (Tabela 06).
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GRAFICO 12 - Reatividade dos clones 02, 03, 04, 05, 06 e 25, isolados da biblioteca de

anticorpos anti-lgM humana selecionada frente ao fragmento Fc5p.
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FIGURA 15 — Alinhamento dos clones 02, 03, 04, 05, 06 e 25, selecionados frente ao
fragmento Fc5u, com a regido stuffer e plll do vetor pCOMB3X.

pCOMB3X (gi|34485976)), nucleotides 190-2690

Query ID cl|28670 Subject ID 12 subjects
Description pCOMB3X (gi|34485976|), nucleotides 190-2690 Description > See detalls
Molecule type nucleic acid Molecule type nucdleic acid
Query Length 2500 Subject Length n/a

Program BLASTN 2.2.25+ P Citation

Color ke’f for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
O —
1 500 1000 1500 2000 2500

Sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ Max ‘ Total ‘ Query E I
score

score coverage |— value
28672 IGM2-MKLFOMP_818bases 229 22.9 0% 0.25
28674 IGM3-MKLFOMP_813bases 21.1 42.2 0% 0.87
28677 IGM4-PC3X_950bases 211 21.1 0% 1.0
28678 IGM5-MKLFOMP_950bases 21.1 21.1 0% 1.0
28679 IGM5-PC3X_950bases 229 65.2 1% 0.29
28680 IGM6-MKLFOMP_950bases 1492 1600 37% 0.0
28681 IGM6-PC3X_950bases 1445 1611 38% 0.0

NOTA: a regido de 2500 nucleotideos que contém o stuffer e o gene codificador da proteina plll
abrange os nucleotideos de 275 a 2775 do vetor pCOMB3X (ANEXO D);
LEGENDA: as designacdes MKFLOMP e PC3X se referem aos primers empregados (Tabela 06).
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E possivel que, durante as etapas de digestdo e ligacdo para construgdo da
biblioteca, vetores contendo o inserto tenham sido contaminados com plasmideos
nos quais o stuffer ndo tenha sido removido, o que pode ter sido ocasionado por
problemas de reatividade ou especificidade das enzimas empregadas. Assim, em
cada amostra de fagos isolada haveria duas populacdes distintas de clones: uma
contendo o fragmento scFv e responsavel pela reatividade da amostra com Fc5u
IgM no imunoensaio, e outra contendo a regido stuffer, provavelmente presente em
maior quantidade, que pode ter interferido nos resultados. No entanto, uma das
populagdes deveria ter sido individualizada durante a etapa de isolamento, o que
nao foi verificado conforme dados sequenciamento e imunoensaio.

Outra possibilidade é a de que o fago helper VCSM13 empregado estivesse
sendo encapsulado na mesma propor¢cao que o vetor contendo o inserto, e que 0s
primers empregados estivessem sequenciando segmentos do genoma desse virus.
Entretanto, ndo foram encontrados na literatura académica registros que
fundamentem essa conjectura.

Como consideracdes finais a esta linha de trabalho, embora tenham sido
obtidos fagos expondo anticorpos scFv L com forte afinidade por Fc5u IgM, néo foi
possivel isola-los de modo eficiente, o que impossibilitou a caracterizacdo dos clones
e comprometeu a continuidade do processo. Verificou-se, portanto, a necessidade
de se analisar de forma mais aprofundada os resultados obtidos e de se investigar

estratégias que permitam isolar de forma adequada os fagos selecionados.

5.2 SELECAO DE MIMOTOPOS DE Treponema pallidum E HTLV

5.2.1 Selecao das bibliotecas de peptideos

Nos Graficos 13 a 19 sao apresentados os resultados referentes ao
monitoramento dos pannings de cada uma das trés bibliotecas de peptideos
selecionadas frente aos anticorpos anti-T. pallidum e anti-HTLV e a estreptavidina.
Os trés processos de selecdo da biblioteca Ph.D.-7 apresentaram o perfil
caracteristico de uma selecdo bem sucedida (Graficos 13 a 15) (NEB, 2009):
observa-se 0o aumento da titulacdo de output, de 10* a 10° fagos/mL no 1° output

para valores da maiores que 10° fagos/mL no terceiro ciclo.



85

GRAFICO 13 — Monitoramento do processo de selecéo da biblioteca de peptideos Ph.D.-7
frente ao anticorpo anti-HTLV.
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GRAFICO 14 — Monitoramento do processo de selecdo da biblioteca de peptideos Ph.D.-7
frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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GRAFICO 15 — Monitoramento do processo de selecdo da biblioteca de peptideos Ph.D.-7;
processo de referéncia realizado frente a estreptavidina.
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Na triagem frente ao anticorpo anti-HTLV (Grafico 13), o decréscimo do
segundo output em relacdo ao primeiro € um comportamento ja descrito na literatura
(BARBAS et al., 2001) e esta possivelmente associado a um aumento abrupto da
estringéncia do processo. Como 0 output se eleva no terceiro panning, seria possivel
gue no segundo ciclo fagos expondo peptideos com forte afinidade pelo alvo
tivessem sido selecionados mesmo apdés o0 aumento descompensado de
estringéncia, de modo que a eficiéncia da triagem néo fosse prejudicada.

A selecao da biblioteca Ph.D.-12 frente aos dois anticorpos (Graficos 16 e
17), apresentaram decréscimo de output no terceiro ciclo em relagdo ao segundo.
Apesar de esta biblioteca expor peptideos com cinco posi¢cdes randémicas a mais
que as outras duas, as trés bibliotecas Ph.D. possuem a mesma diversidade (2x10°
peptideos distintos). O emprego de dodecapeptideos se mostra vantajoso quando
sd0 necessarios espacamentos entre 0s aminoacidos que interagem com o alvo, e
guando o mesmo requer ligantes estruturais, pois o tamanho desses elementos
permite a adocdo de conformacdes tridimensionais. No entanto, esse comprimento
pode também acarretar a selecdo de sequéncias com multiplos pontos de ligacéo

fraca com o alvo, em detrimento de pontos com forte interagdo (NEB, 2009).
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GRAFICO 16 — Monitoramento do processo de sele¢io da biblioteca de peptideos Ph.D.-12
frente ao anticorpo anti-HTLV.
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GRAFICO 17 — Monitoramento do processo de selecéo da biblioteca de peptideos Ph.D.-12
frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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No que se refere aos pannings aos quais a biblioteca Ph.D.-C7C foi
submetida (Gréficos 18 e 19), os valores de output do terceiro ciclo foram
semelhantes aos do segundo. O emprego dessa biblioteca € particularmente (Util
guando os alvos de interesse requerem ligantes conformacionais, como €
normalmente o caso de anticorpos. Em alguns casos, no entanto, a imposi¢cdo de
uma conformacgéo impede que o peptideo adote outra estrutura que poderia interagir
fortemente com o alvo (MCCONNELL et al., 1994).

Em resumo, 0s processos aos quais as bibliotecas Ph.D.-12 e Ph.D.-C7C
foram submetidas ndo apresentaram um perfil caracteristico que indicasse
enriguecimento de fagos, fato que a principio indicaria uma selecao pouco eficiente
(BARBAS et al.,, 2001). Mesmo assim, optou-se por dar continuidade a linha de
obtencao de mimotopos de T. pallidum e HTLV com o isolamento de clones dos sete
processos de selecdo realizados, partindo-se da premissa de que ainda seria
possivel isolar fagos expondo moléculas com elevada afinidade pelo alvo mesmo em

triagens que nao apresentam o perfil esperado (NEB, 2009).

GRAFICO 18 — Monitoramento do processo de selecdo da biblioteca de peptideos Ph.D.-
C7C frente ao anticorpo anti-HTLV.
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GRAFICO 19 — Monitoramento do processo de sele¢do da biblioteca de peptideos Ph.D.-
C7C frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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5.2.2 Isolamento e analise dos clones

Em seguida foram isolados aproximadamente 24 clones do terceiro output
de cada um dos processos de selecdo realizados frente aos dois anticorpos, e 10
clones no caso da triagem da biblioteca Ph.D.-7 frente a estreptavidina. O peptideo
exposto em cada clone isolado foi entdo determinado por sequenciamento
(MACROGEN), e esse resultado é apresentado nas Tabelas 07 a 09.

Alguns clones idénticos foram obtidos de triagens conduzidas frente a alvos
distintos. As sequéncias TPSASIP, VMQATHD, WHTNYEP e YLTSSAT (originadas
da biblioteca Ph.D.-7) e LPFVEWSGISYF (biblioteca Ph.D.-12), por exemplo, foram
selecionadas frente aos dois anticorpos. Tais peptideos foram obtidos possivelmente
por interagirem com porcdes constantes das imunoglobulinas, e ndo com a regido
variavel responsavel pela especificidade das mesmas.

Além destes, o peptideo FHENWPS foi obtido da biblioteca Ph.D.-7
selecionada frente ao anticorpo anti-HTLV e a estreptavidina, e o clone LPPNPTK foi
selecionado a partir da mesma biblioteca frente aos trés alvos. O primeiro peptideo é

um conhecido ligante de plasticos, como o poliestireno constituinte dos imunotubos
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empregados (VODNIK et al.,, 2011). Uma sequéncia semelhante, FHENWPT, foi
obtida na triagem realizada frente a estreptavidina. J& o segundo peptideo é quase
idéntico & sequéncia LPPNPTN, caracterizado como ligante de BSA, bem como
AEPVAML, obtido na triagem frente a estreptavidina (DESJOBERT et al., 2004).

E possivel que a selecdo dessas sequéncias fosse evitada caso os fagos
tivessem sido recuperados por meio de um processo de eluicdo competitiva, que
aumenta a probabilidade de obtenc&o somente de fagos expondo sequéncias com
afinidade pelas CDRs do anticorpo. Entretanto, os antigenos correspondentes aos
anticorpos empregados ndo foram encontrados disponiveis comercialmente, o que

impossibilitou a adocdo dessa estratégia.

TABELA 07 — Peptideos apresentados pelos clones isolados das bibliotecas Ph.D.

selecionadas frente ao anticorpo anti-HTLV.

Biblioteca Ph.D.-7 ‘ Biblioteca Ph.D.-12 Biblioteca Ph.D.-C7C
Clone Peptideo Clone Peptideo Clone Peptideo
1 25 DLVQDWKVWQAT 49
4 26 ATWSHHLSFAGL 50
VDTFPGS
16 27 DEIVLHWYQMSA 53
22 28 DIDTRHRDHTKOQ 55
2 29 NMSFDRYLDALW 61 FSPVPWR
6 30 EHMALTYPEFRPP 64
7 31 GATRNTVQDANW 65
VMQATHD
8 32 VSTPPEHYHTDL 67
10 33 SHPSHLSTYPAS 68
21 34 QALSIRTSLAPS 51 LNVLPLF
3 LVFHPPR 35 SGYWNGEATWTE 52 SVSGLHV
5 36 DANVVKTERKDH 54 WLRQFHN
LPPNPTK
14 37 LPFVEWSGISYF 56 SSSPPTP
9 VPWYQLA 38 LMPTRAWYSYPA 57 DSAYSPS
11 YLTSSAT 39 TIYDQTYPRNDS 58 PFSISPS
12 WHTNYEP 40 DRMLLPENLLAL 59 VHPRPDL
13 TPSASIP 41 FSAPSYWTNDTP 60 SSYLFPF
15 FHENWPS 42 YNHQSAAYFTTE 62 YLPFAHS
17 GMPAPHE 43 TONSQOHPDWTG 63 NLSSSWI
18 44 YPFSLEAWSLLA 66 LDPAAFF
RPPSGYOQ
19 45 SMEFQTISNSYLA 69 FAASRPF
20 YVPLPSP 46 IPWTQHMAMSPM 70 LPSHWLA
23 TPTLSNP 47 NLLIPENVPLRH 71 nao determinado
24 LLAHSTW 48 LATRSITTASIN

NOTA: As regides flanqueantes dos peptideos selecionados sao representadas em cinza claro.
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TABELA 08 — Sequéncias peptidicas apresentadas pelos clones isolados das bibliotecas
Ph.D. selecionadas frente ao anticorpo anti-T. pallidum.

Biblioteca Ph.D.-7 Biblioteca Ph.D.-12 Biblioteca Ph.D.-C7C

Clone Peptideo ‘ Clone Peptideo Clone Peptideo
01 25 TAMNLGPALFRT 01/50
10 LPPNPTK 26 LRLEVTLLSPSP 02
15 27 GTSFALLSPVRP 03
02 28 04
NVWEPPLMEWOG

05 42 05
06 29 TDGIPVGKQKPP 07
07 30 HHNFRQLYFQAY 08
09 31 FATTNPGYASYA 11 LYWPGHS

TPSASIP
04 32 ndo determinado 12
16 33 LPEVEWSGISYF 14
19 34 DNTPEFEYTTDN 15
20 35 nio determinado 16
21 36 ndo determinado 18
03 37 NYLPLLESSLQY 21
12 38 SDOLLLLSSANW 24

WHTNYEP
17 39 STPINPTPTAQG 06/51
23 40 VHIQSTLPSPWY 09
04 DTPPRSE 41 KIGLWPGPSGLV 10
08 ITPENST 43 17

YDSAKSRPPTSQ PLFFGHD

11 YLTSSAT 44 18
13 FHEQLYY 45 SYSWGVYLSILP 19
18 46 HSAVPLALPSVY 22

VMQATHD
24 47 SLYSWWTVSPMY 23
22 NPLLPLH 48 QLTGADEGRAKL 13/52 LPLFHGL

49 WDEHRYSSAKIN

NOTA: As regibes flanqueantes dos peptideos selecionados sdo representadas em cinza claro.

Em relacdo a selecdo frente ao anticorpo anti-T. pallidum, verificou-se a
prevaléncia dos peptideos LYWPGHS e PLFFGHD, presentes respectivamente em
15 e 8 dos 24 clones isolados da biblioteca Ph.D.-C7C. Na selecédo frente ao
anticorpo anti-HTLV, destacam-se nove clones que apresentaram a sequéncia
FSPVPWR - originarios da biblioteca Ph.D.-7 — e 4 clones expondo o peptideo
VDTFPGS, obtidos da biblioteca C7C.

Em principio, o fato de tais sequéncias terem sido obtidas em grande
namero indicaria que elas possuem forte interacdo com o alvo. No entanto, havia
também a possibilidade de elas possuirem baixa afinidade pelo mesmo e terem sido

selecionadas devido a definicdo de parametros de selecéo inadequados. O processo
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de referéncia frente a estreptavidina pareceu reforcar essa segunda hipotese, visto
gue nenhum dos clones isolados e sequenciados (Tabela 09) apresentou o
consenso HPQ esperado.

TABELA 09 — Sequéncias peptidicas dos clones selecionados frente a estreptavidina.

Clone Peptideo Clone Peptideo

01 FHENWPS 06 FHEFWPT
02 GPDSTPS 07 AEPVAML
03 SPWALIN 08 WPPNYNA
04 AEPVAML 09 LPPNPTK
05 ndo determinado 10 WLSLTDA

NOTA: As regides flanqueantes dos peptideos selecionados séo representadas em cinza claro.

A fim de verificar se os peptideos selecionados apresentavam padrdes de
conservacao, eles foram submetidos a um processo de alinhamento multiplo
empregando a ferramenta Clustal, desenvolvida por LARKIN e colaboradores (2007)
e disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalw2/. Nesse alinhamento ndo
foram consideradas sequéncias repetidas, bem como aquelas selecionadas frente a
mais de um ligante, e foram empregados os parametros padrdo do método.

O alinhamento realizado néo foi capaz de evidenciar padrées bem definidos
de conservacédo, exceto para os peptideos selecionados a partir da biblioteca C7C
frente ao anticorpo anti-T. pallidum (Figuras 16 e 17). Embora trés sequéncias
representem um espaco amostral muito reduzido para definir de forma adequada
uma sequéncia consenso, vale destacar a manutencdo do padrdo PLF--GH. Vale
notar também a presenca de por¢cdes aromaticas nos aminoacidos fenilalanina e
tirosina: tal fato justificaria o alinhamento da tirosina do clone 50 (LYWPGHS) com a
fenilalanina dos clones 13 (LPLFHGL) e 51 (PLFFGHD).

A afinidade dos clones pelo anticorpo empregado na selecdo também foi
avaliada. Inicialmente foram conduzidos testes para definicdo das concentracfes
otimas de anticorpos a serem utilizados na etapa de sensibilizacéo (0,5 a 20 pg/mL),
e de fagos a serem adicionados na etapa de ligacdo (10° 10° e 10% fagos/mL).
Nesses testes foram empregados os clones 49 de HTLV, que apresenta a sequéncia
FSPVPWR, e 50 de sifilis, expondo o peptideo LYWPGHS. Tais clones foram
utilizados por terem sido isolados em maior propor¢do, o que poderia indicar forte

afinidade pelos respectivos alvos.
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FIGURA 16 — Alinhamento dos peptideos obtidos pela selecdo das bibliotecas Ph.D.-7 (a),

Ph.D.-12 (b) e Ph.D.-C7C (c) frente ao anticorpo anti-HTLV.
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FIGURA 17 — Alinhamento dos peptideos obtidos pela selecdo das bibliotecas Ph.D.-7 (a),
Ph.D.-12 (b) e Ph.D.-C7C (c) frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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Em todas as condi¢Oes avaliadas nos ensaios de definicdo dos parametros
para o imunoensaio (Graficos 20 e 21) a reatividade dos clones empregados foi
considerada fraca e ndo distinguivel da resposta de um controle negativo, em que 0s
clones foram adicionados a um poc¢o nao sensibilizado com a molécula-alvo (apenas
bloqueado com BSA). Somente o clone 49 apresentou reatividade consideravel com
o alvo (Asso = 0,598), mas quando adicionado na concentracéo de 10 fagos/mL, e
para uma quantidade relativamente elevada de anticorpo (20 pg/mL), que tornaria
invidvel a realizacdo das demais analises.

Os resultados desses imunoensaios indicaram que, embora apresentem
especificidade pelos anticorpos frente aos quais eles foram selecionados, os clones
49 e 50 possuem fraca capacidade de interagdo com 0os mesmos, ao contrario do
gue apontava a analise do sequenciamento. Em conjunto com os resultados
observados na selecao frente a estreptavidina, esses dados sugeriram, portanto,
gue os parametros de processo podem nao ter sido adequadamente estabelecidos

de forma a possibilitar uma selecao eficiente.

GRAFICO 20 — Otimizagdo dos parametros de imunoensaio dos clones selecionados frente
ao anticorpo anti-HTLV, utilizado o clone 49 (FSPVPWR).
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GRAFICO 21 — Otimizagio dos parametros de imunoensaio dos clones selecionados frente
ao anticorpo anti-T. pallidum, utilizado o clone 50 (LYWPGHS).
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5.2.3 Repeticdo do processo de selecao

Diante dos resultados obtidos, foi considerada a possibilidade de conduzir
um quarto ciclo de selecdo para os sete processos realizados. No entanto, a
literatura cientifica indica que a realizacdo de pannings adicionais possivelmente
resultaria no enriquecimento de fagos ja isolados (NEB, 2009), e haveria também
risco de contaminacdo da biblioteca (RODI et al., 1999). Além disso, conforme
observado para a biblioteca de anticorpos, a eficiéncia do processo de selecdo de
uma biblioteca de peptideos esta associada a um adequado equilibrio dos
parametros experimentais estabelecidos, em particular a estringéncia da lavagem e
a quantidade de proteina alvo empregada na sensibiliza¢do do imunotubo.

Assim, optou-se por conduzir um novo processo de triagem, empregando
nas etapas de lavagem uma solucdo de TBS contendo Tween 20 na concentracao
de 0,5% (v/v) — cinco vezes mais concentrado em relacdo ao utilizado na selecéo
anterior — a fim de garantir a remocao eficiente de fagos expressando peptideos com

fraca interacdo pelo anticorpo. E para aumentar a probabilidade de interagdo dos
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peptideos com o alvo, os imunotubos foram sensibilizados com solucbes de
anticorpos nas concentracoes de 10, 5 e 1 ug/mL, respectivamente do primeiro ao
terceiro ciclo, o dobro da quantidade inicialmente definida.

Num primeiro momento somente a biblioteca Ph.D.-C7C foi submetida a
€sse Novo processo, pois esta forneceu a menor quantidade de clones inespecificos
(isto é, peptideos de mesma sequéncia selecionados frente a ligantes diferentes),
além de apresentar um grande numero de clones repetidos, fato que indica maior
probabilidade de que a selecdo tenha ocorrido de modo eficiente. Vale destacar que
essas duas observacdes estdo possivelmente relacionadas a conformacédo
tridimensional dos peptideos apresentados na biblioteca, o que corrobora as
observacbes de DAVIES e colaboradores (1990) de que anticorpos geralmente
interagem com epitopos de conformacgao néo linear.

Quanto a esse segundo processo de selecado realizado frente ao anticorpo
anti-HTLV (Gréfico 22), o valor do terceiro output, da ordem de 10° fagos / mL, foi
semelhante ao do segundo output e abaixo do esperado. Ja as selecOes frente ao
anticorpo anti-T. pallidum e a estreptavidina (Graficos 23 e 24) apresentaram,

conforme descrito anteriormente, o perfil esperado para uma triagem bem sucedida.

GRAFICO 22 — Monitoramento do segundo processo de selecdo da biblioteca de peptideos
Ph.D.-C7C frente ao anticorpo anti-HTLV.
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GRAFICO 23 — Monitoramento do segundo processo de seleco da biblioteca de peptideos
Ph.D.-C7C frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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GRAFICO 24 — Monitoramento do segundo processo de selecéo da biblioteca de peptideos
Ph.D.-C7C, realizado frente a estreptavidina.

1,0E+12
N N N
o o o
1,0E+10 A g I IL
— — —
j —_— —_— —_—
E
»  1,0E+08
o
(o]
©
=
9 1,0E+06 =
1 <o}
On B
S S m
2 1,0E+04 T 8
- ’ o
1,0E+02
1,0E+00 :
1° 2° 3°
Ciclo de selegao
Uinput  ® Qutput




98

Em seguida foi realizado o isolamento e sequenciamento de clones a partir
do terceiro output dos processos de selecdo conduzidos. Nove dos dez clones
isolados da triagem frente a estreptavidina (Tabela 10) apresentaram a sequéncia
consenso HPQ esperada, fato que fornece maior confianca de que a selecao tenha
ocorrido de forma eficiente.

Dos clones selecionados frente ao anticorpo anti-HTLV, verificou-se a
prevaléncia da sequéncia PWYHWPN. No entanto, tal peptideo ndo desenvolveu
reatividade em imunoensaio (Grafico 25), da mesma forma que os clones isolados
anteriormente. O alinhamento das sequéncias (Figura 18) também néo foi capaz de

evidenciar a presenca de posi¢cOes conservadas.

TABELA 10 — Sequéncias peptidicas dos clones selecionados e isolados das bibliotecas

Ph.D.-C7C frente aos diferentes ligantes empregados.

Anticorpo Anticorpo anti-

E . o
anti-HTLV T. pallidum streptavidina
Clone Peptideo Clone Peptideo ‘ Clone Peptideo
72 53 SPFFLTA 11
GLRMGDP
89 54 18 HPQFLSL
73 GRAPSEL 55 22
74 LLHPLLR 59 12
75 PPRSWLL 60 13
HPQFWS I
76 HSGTSAP ol 16
77 TPFSVLG 63 17
78 65 PLFFGHD 14
GTYSHPQ
80 68 15
82 69 19
HPQFLPL
87 PWYHWPN 72 20
90 74 21 niao determinado
92 75
93 76
79 SVPEFDAS 56 PDEPSNW
81 SPGAGHA 57 PLFFGRD
83 ITPLLGP 58 nado determinado
84 nido determinado 62 PLFFGHH
85 GLRTHAV 04 HRPPPHD
86 PIGLLNV 66 ndo determinado
88 SFFTWSS 67 FLAPSAQ
91 nido determinado 70 TSPPFFI
94 APGRGTA 71 LPLFAGL
95 niao determinado 73 SPYLFSF

NOTA: As regides flanqueantes dos peptideos selecionados séo representadas em cinza claro.
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GRAFICO 25 — Otimizagéo dos parametros do imunoensaio dos clones selecionados frente
ao anticorpo anti-HTLV, utilizado o clone 80 (PWYHWPN).
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FIGURA 18 — Alinhamento dos peptideos isolados da biblioteca Ph.D.-C7C selecionada

frente aos anticorpos anti- HTLV (a) e anti-T. pallidum (b).
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Treze dos vinte e quatro clones isolados na triagem realizada frente ao
anticorpo anti-T. pallidum apresentaram o peptideo PLFFGHD, que ja havia sido
obtido no processo anterior. Naquele momento tal sequéncia nao teve sua
reatividade avaliada em imunoensaio por ter sido preterida em relacdo ao peptideo
LYWPGHS, obtido em maior nimero. Nessa nova oportunidade, no entanto, o
peptideo PLFFGHD apresentou forte afinidade pelo alvo (Grafico 26). Além dele,
foram selecionadas duas sequéncias semelhantes, PLFFGHH e PLFFGRD (clones
57 e 62), além do peptideo LPLFAGL (clone 71) semelhante ao clone 13 obtido no
processo de selecdo anterior. Diante dos resultados desfavoraveis do imunoensaio
do clone PWYHWPN selecionado frente ao anticorpo anti-HTLV, optou-se por

concentrar os esfor¢os na analise nesses potenciais mimotopos de T. pallidum.

GRAFICO 26 — Otimizac&o dos parametros do imunoensaio dos clones selecionados frente

ao anticorpo anti-T. pallidum, utilizado o clone 54 (PLFFGHD).
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Os clones selecionados frente ao anticorpo anti-T. pallidum nessa segunda
oportunidade foram submetidos a um imunoensaio nas condi¢cdes definidas no
ensaio com o clone PLFFGHD (sensibilizacdo com 2,5 pg/mL de anticorpo e adi¢éao
de 10' fagos/mL na etapa de ligacéo). Para avaliar a especificidade da interacéo

entre os peptideos e o alvo, foram empregados como controles negativos peptideos
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selecionados frente a outros ligantes, obtidos por SUAREZ (2011): o clone 26, com a
sequéncia ATWSHHLSFAGL, foi obtido da biblioteca Ph.D.-12 frente ao anticorpo
anti-HTLV, e os clones A05 (TRVPQSF; Ph.D.-7) e A38 (DTGPNEPRSSTT; Ph.D.-
12) séao potenciais mimotopos de HBV e HCV, respectivamente. Os clones 54, 56,
62 e 71 demonstraram forte reatividade com o anticorpo anti-T. pallidum (Gréfico
27), diferente dos mimotopos obtidos frente a outros alvos. Tal resultado indica que a

interacdo dos referidos peptideos com o anticorpo seja efetivamente especifica.

GRAFICO 27 — Reatividade dos clones isolados da biblioteca de peptideos Ph.D.-C7C
selecionada frente ao anticorpo anti-T. pallidum.
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NOTA: controle negativo: clones 26, A05 e A38, respectivamente mimotopos de HTLV, HBV e HCV.

5.2.4 Expressao e analise dos peptideos na forma soluvel

Embora os dez peptideos obtidos nesse ultimo processo de triagem sejam
potenciais mimotopos de T. pallidum, num primeiro momento optou-se por analisar e
caracterizar aqueles com maior afinidade pelo alvo empregado. Assim, 0s genes que
codificam os peptideos 54, 56, 62 e 71 foram amplificados do genoma de seus
respectivos clones isolados, inseridos no vetor pMAL-plll e expressos na forma

soluvel, fusionados a etiqueta MBP (Figuras 19 e 20).
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FIGURA 19 — Expresséo da etiqueta MBP (a) e do peptideo 54 fusionado a MBP (b).
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FIGURA 20 — Expresséo dos clones 56 (a) 62 (b) e 71 (c) fusionados a MBP, e perfil das

cinco proteinas em gel corado com prata (d).
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LEGENDA M: benchmark protein ladder (INVITROGEN); 1: cultura ndo induzida; 2: cultura induzida
por 3 horas com IPTG; 3: extrato de choque osmotico; 4 e 5: flow through e lavagem da purificagdo
em resina de amilose; 6 a 8: fragc6es eluidas da resina; 54, 56, 62, 71, MBP: primeira fracéo eluida.

ApoOs o processo de purificacdo, a reatividade das proteinas de fusdo com o
alvo foi avaliada em um ensaio imunoenzimatico (Grafico 28). Os peptideos 54, 62 e
71 mantiveram a afinidade com o anticorpo anti-T. pallidum mesmo em um sistema
de exposicao diferente dos fagos, confirmando que a interacdo se da realmente
entre o anticorpo e a sequéncia apresentada, e ndo com outras moléculas virais.
Ndo houve reatividade da proteina 56-MBP com o alvo, fato possivelmente
decorrente de alteracfes conformacionais ocasionadas pela interacdo do peptideo

com MBP, comprometendo a adequada apresentagcao do mesmo.



103

GRAFICO 28 — Reatividade dos peptideos expressos na forma solivel com os anticorpos
anti-MBP, anti-T. pallidum e anti-HTLV.
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Esse experimento também permitiu verificar a afinidade das proteinas de
fusdo por um anticorpo anti-MBP — confirmando a expresséo da etiqueta ligante de
maltose — e a auséncia de reatividade das mesmas pelo anticorpo anti-HTLV — de
mesmo isotipo (IgG1) que o anti-T. pallidum — indicando que a selecdo ndo ocorreu
frente a fracdo Cy da imunoglobulina. Para confirmar se os peptideos obtidos
realmente interagem com a regido V especifica para T. pallidum, seria necessario
ainda verificar se eles apresentam afinidade pela porcdo C.; no entanto, ndo ha
informacdes sobre o isotipo de cadeia leve constituinte do anticorpo empregado, e
nao foram encontradas cadeias « e A disponiveis para a conducéo dessa analise.

Até esta etapa os peptideos obtidos foram testados somente contra
anticorpos monoclonais. No entanto, havia o risco de que a especificidade do
anticorpo usado na triagem nao seja gerada em humanos sifiliticos, o que invalidaria
0 emprego desses mimotopos em diagnéstico sorolégico. Para verificar essa
possibilidade, as proteinas 54-MBP, 62-MBP, 71-MBP e MBP sem fusdo foram
submetidas a um imunoensaio contra um pool de soros formado pela combinacéao,
em propor¢des iguais, de 20 amostras infectadas por T. pallidum fornecidas pelo

Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos / FIOCRUZ) (Anexo H).
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Nesse ensaio (Gréfico 29) foi observada forte reatividade dos peptideos
fusionados com diferentes diluicbes do pool de soros (realizadas em coating buffer +
BSA 1%). Entretanto, a reatividade com a proteina MBP sem fus&o também foi alta,
sugerindo que nos soros utilizados havia anticorpos anti-MBP que interferiam na
resposta especifica contra os mimotopos de sifilis. Tais anticorpos podem ter sido
gerados como resposta a alguma proteina de T. pallidum equivalente ou semelhante
a MBP, ou podem ser decorrentes de outras infec¢des bacterianas.

GRAFICO 29 — Reatividade dos peptideos expressos na forma solGvel com um pool de

soros positivos para sifilis.
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O imunoensaio soroldgico foi entdo repetido, mas desta vez incubando o
pool de soros (diluido 1:16) com 10 ou 20 pug/mL de MBP soluvel por 2 horas a 37°C
e leve agitacdo, antes da adicdo aos pocos da placa. Essa estratégia reduziu a
interferéncia da etiqueta na reposta do soro contra os peptideos (Gréafico 10 e
Tabela 11). A conducédo de um Teste T de STUDENT (bi-caudal, duas amostras em
par para médias) indicou que ha diferencas estatisticamente relevantes entre a
reatividade do pool previamente incubado com MBP (em ambas as concentragdes) e

a reatividade do soro nao tratado, considerando um nivel de significancia de 1%.
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Mesmo assim, a reatividade do pool de soros contra MBP imobilizada
continuou elevada se comparada com a das proteinas de fusdo, o que sugere que
ndo foi possivel remover todos os anticorpos interferentes. Além disso, o teste T
realizado apontou que nédo havia diferengas significativas de reatividade entre os
tratamentos com MBP nas duas concentragdes avaliadas, indicando que tais
anticorpos provavelmente ndo seriam removidos pela incubagédo do soro com

guantidades mais elevadas de MBP soluvel.

GRAFICO 30 — Reatividade de peptideos expressos na forma soltivel com um pool de soros

positivos para sifilis previamente incubado com MBP.
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TABELA 11 — Reatividade (A450) dos peptideos sollveis frente ao pool de soros positivos

para sifilis previamente incubado com MBP.

G ‘ MBP soluvel
Sensibilizacédo = =
‘ N&o adicionada 10 pg/mL

54-MBP 1,604 | 1,568 | 1,567 | 1,029 | 1,050 | 1,005 | 0,969 | 0,974 | 0,836
62-MBP 1,351 | 1,338 | 1,343 | 0,883 | 0,872 | 0,774 | 0,742 | 0,693 | 0,876
71-MBP 1,321 | 1,301 | 1,281 | 0,754 | 0,846 | 0,762 | 0,700 | 0,561 | 0,604
MBP 1,011 | 0,991 | 1,005 | 0,529 | 0,541 | 0,495 | 0,438 | 0,460 | 0,549
Nao sensibilizado | 0,210 | 0,186 | 0,205 | 0,199 | 0,193 | 0,181 | 0,202 | 0,218 | 0,173

NOTAS: experimento realizado em triplicata.
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O plasmideo pMAL-plll, desenvolvido por ZWICK e colaboradores (1998), é
amplamente empregado para expressao soluvel e purificacdo de peptideos obtidos
por phage display. Entretanto, ndo foram encontrados relatos da utilizacdo dessa
estratégia para obtencdo de peptideos destinados a ensaios sorolégicos, de modo
gue nao havia sido previsto o risco de interferéncia da etiqueta MBP. Assim, os
resultados aqui obtidos evidenciaram a necessidade de investigar novas estratégias
para apresentacdo desses peptideos. Uma opc¢éo, avaliada a seguir, € o emprego
de sequéncias sintetizadas quimicamente, ndo fusionadas a nenhuma etiqueta.

A sintese foi realizada pela GENSCRIPT, utilizando a tecnologia FlexPeptide

(http://www.genscript.com/peptide_tech.html). Os peptideos foram sintetizados com

as extremidades flanqueantes SAC e CGGG, que contém as cisteinas necessarias
para a formacédo da ponte dissulfeto responsavel pela manutencdo da conformacéo
tridimensional. As sequéncias foram entregues liofilizadas, e ressuspendidas em
solventes organicos conforme recomendacdes do fabricante, para uma concentracao
final de 1 mg/mL. O clone 56 foi ressuspendido em agua ultra pura, enquanto as
sequéncias 54 e 71, por apresentarem perfil hidrofébico, foram ressuspendidas
respectivamente em uma solucdo de metanol 30% (v/v) e em uma solucdo de
dimetil-formamida 20% (v/v) e metanol 50% (v/v). Nao foi possivel sintetizar o clone
62 devido a dificuldades técnicas decorrentes de sua elevada hidrofobicidade.

Antes de serem submetidos a um ensaio imunoenzimatico frente ao pool de
soros de pacientes sifiliticos, as sequéncias sintéticas tiveram avaliadas suas
afinidades pelo anticorpo monoclonal anti-T. pallidum empregado na triagem. Em
comparacao com o peptideo fusionado a MBP, os peptideos sintéticos apresentaram
baixa afinidade com o alvo, mesmo quando empregados em concentracées muito
elevadas em comparacao a concentracdo da proteina de fuséo (Grafico 31).

Esse resultado pode ter sido ocasionado pelos solventes organicos
empregados na ressuspensdo dos peptideos: embora presentes em pequena
guantidade devido a diluicdo realizada para o imunoensaio, tais compostos podem
ter interferido na interacdo dos mimotopos sintéticos com o anticorpo. Outra
possibilidade € de que tanto a etiqueta quanto o fago atuam como uma espécie de
suporte necessario para que o peptideo seja adequadamente exposto ao ligante.
Assim, como foram incapazes de reagir com o anticorpo monoclonal, as sequéncias

sintetizadas quimicamente ndo chegaram a ser avaliadas em ensaios sorolégicos.
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GRAFICO 31 — Comparacéo da reatividade de peptideos fusionados & MBP e sintéticos
com o anticorpo anti-T. pallidum empregado na selecéo.
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NOTA: experimento em triplicata — barras de erro correspondem ao desvio padréo das réplicas.

5.2.5 Investigacao da especificidade do anticorpo anti-T. pallidum

A Unica informacdo disponivel a respeito da especificidade do anticorpo
monoclonal anti-T. pallidum empregado neste trabalho era que o imundgeno
utilizado na sua geracao foi a linhagem N8 de T. pallidum inativada por formalina, e
gue a imunoglobulina é especifica para lisados sonicados de Treponema pallidum e
Treponema reiter. Para tentar identificar o antigeno que originou esse anticorpo, 0s
mimotopos obtidos por meio de phage display foram submetidos a um alinhamento
com as 1036 proteinas preditas curadas (ref seq) de T. pallidum subsp. pallidum
cepa Nichols disponiveis no banco de dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) dos Estados Unidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

Além de matches exatos, ferramentas de alinhamento de proteinas como o
BLASTp aqui empregado consideram também correspondéncias ndo exatas de
aminoéacidos, definidas com base em caracteristicas quimicas e funcionais dos
mesmos. No procedimento realizado, o word-size — sequéncia curta de matches

usada para iniciar extensées que podem resultar em alinhamentos plenos — foi



108

definido em 2 (0o menor valor permitido) para favorecer o alinhamento de
oligopeptideos. A Tabela 12 apresenta um resumo dos resultados obtidos,
destacando o e-value de cada alinhamento. S&o listadas apenas proteinas capazes
de alinhar (sem qualquer restricdo de e-value) com os peptideos 54, 62 e 71, que
apresentaram as maiores afinidades pelo anticorpo anti-T. pallidum.

Embora técnicas de andlise in silico de peptideos triados por meio de phage
display tenham sido descritas (HUANG et al., 2006; HUANG et al., 2011), o tamanho
reduzido dos mesmos prejudica a interpretacdo dos resultados obtidos. Isso é
evidenciado pelos altos e-values registrados neste trabalho, que tornam dificil
estimar a confiabilidade dos alinhamentos. Mesmo assim, chama atencdo a enzima
serina hidroxi-metil transferase (SHMT — EC 2.1.2.1), que foi capaz de alinhar com o
peptideo 54 (aquele com a maior afinidade pelo anticorpo anti-T. pallidum)

fornecendo o e-value de 11, o menor encontrado nesta analise.

TABELA 12 — Alinhamento de peptideos obtidos frente ao anticorpo anti-T. pallidum com o
proteoma de T. pallidum subsp. pallidum cepa Nichols.

Clone 54 Clone 62 Clone 71
PLFFGHD PLFFGHH LPLFAGL

Clone 52 Clone 53 Clone 57

Proteina (|gi| designagéo) LPLFHGL | SPFFLTA PLFFGRD

lslesr;?ﬁjglloxymethyltransferase 1 20 606 553 105
lfi’fg]?lli?izlok-associated protein 64 sfHied 1096 912 2790 3863
LlyE;)eo?;r?ZtAif:lal protein TPO761 5862 2721 517 85 6163 4234
pascorarenigatonie e | gy | s | s | wm | s | e
lrigif:igfyzl)rotein (pfoSIR) 4269 860 201 2421 396
wssoriated proven FigL su | s | o |01

IslquGui?tESéglcgreprotein translocase 267 a4 1900 128 10425 a1t
ltrlsr?:pgolrf;{ tgﬁm?;;fgﬂ ative 904 1124 449 562 265 1069
i?c?gz:jate transporter (dctM) 4199 3553 399 1096 653 2860
Ir(l)?jGs::ahgz:rpgez-ldetermining protein 530 S sz 6756 5717 3215
|(3];i'5||6(?I3|3ST§|’|1 protein (ftsw) 4305 3495 1543 6589 653 3960
L];lspfi)gzl’g]gtglé%!al protein TP0706 3643 1191 1181 1373 1284 875
IslquGUS;]Si)tZEZLEreprotein translocase 4758 5438 904 1649 go71
Ljilspfi)?;l?gﬁfelll protein TP0553 4305 5304 991 904 5623 5438

NOTA: os valores constituintes da tabela correspondem ao e-value do alinhamento entre o peptideo
(coluna) e o gene de T. pallidum (linha).
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Também conhecida como glicina hidroximetil transferase, a SHMT €& uma
enzima de 574 aminoacidos que desempenha importante papel no metabolismo de
carbono ao catalisar a conversdo de serina em glicina. Em procariotos ela apresenta
localizacao citoplasmatica (USHA et al., 1994; RAO et al., 2003). O clone 71 alinhou
com a porc¢ao intermediaria da SHMT, entre os aminoacidos 260 e 263, enquanto 0s
peptideos 54 e 62 alinharam com a extremidade C-terminal da enzima, entre as
posicdes 566 e 572 (Figura 21). Essa extremidade ndo é encontrada nas SHMTs de
outros organismos, indicando que os mimotopos obtidos podem apresentar certa
especificidade imunogénica.

Vale destacar também que nenhum dos clones obtidos foi capaz de alinhar
com o0s antigenos geralmente empregados no diagndstico da sifilis — Tp47
(9i|15639563|), Tp37A gi|(15639779|), TmpA (gi|15639755]), Tpl5 (gi|15639164|) e
Tpl7 (gi|15639426]) — o que sugere que a SHMT pode representar um novo

imundgeno com potencial aplicacdo em testes soroldgicos.

FIGURA 21 — Alinhamento dos clones 54, 56 e 71 com a serina hidroximetil-transferase de

T. pallidum subsp. pallidum cepa Nichols.

name begin| alignment | end name begin| alignment | end name begin| alignment | end
SHMT S5¢e |PLFFSHE | 572 SHMT S5¢éeo |PLEFFSHE |572 SHMT 260 [MAHFACL|263
Conservation PLFF H+ Conservation PLFF H Conservation FAcSL
Clone54 1 PLFFGHD| 7 Cloneb56 1 PLFFEHH 7 Clone71 1 LEFLFAGL 7
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6 CONCLUSAO

Apesar das dificuldades técnicas encontradas no decorrer do presente
trabalho, foi possivel evidenciar que a técnica de phage display pode ser utilizada
com sucesso na obtencdo de reagentes moleculares com potencial aplicabilidade
em imunodiagndéstico.

A selecao de anticorpos anti-imunoglobulinas humanas rendeu a selecéo de
fagos expondo moléculas scFv com forte afinidade pelo fragmento Fc5u de IgM. No
entanto, nao foi possivel isolar esses fagos de maneira eficiente, em principio devido
a contaminacdo ou degradacdo das amostras. A resolucdo desta situacdo, bem
como a definicdo dos proximos passos a serem seguidos nessa linha de trabalho,
requer estudos adicionais.

Com relacéo a triagem de peptideos, foram obtidos ao menos trés clones, de
conformacao circular, que interagiram fortemente com o anticorpo anti-T. pallidum
empregado. Para confirmar a empregabilidade desses mimotopos no diagndéstico da
sifilis, € necessario ainda definir a especificidade dos mesmos, avaliando sua
reatividade com soros de individuos saudaveis e de pacientes infectados por outros
patdogenos. Deve-se também eliminar dos ensaios sorolégicos a interferéncia da
etigueta MBP fusionada com os peptideos solluveis, bem como investigar mais
detalhadamente o emprego de peptideos sintéticos.

Novos mimotopos podem ainda ser obtidos pela triagem das bibliotecas
Ph.D.-7 e Ph.D.-12 utilizando os parametros que resultaram na selecdo bem
sucedida da biblioteca C7C, e pelo emprego de novos alvos, como outros anticorpos
monoclonais e soros de pacientes sifiliticos — devidamente submetidos a processos
de purificacdo que eliminem imunoglobulinas ndo especificas para T. pallidum. Além
desses experimentos, analises conformacionais podem conduzir a obtencdo de
moléculas com afinidade refinada pelo alvo.

Por fim, vale ressaltar que o emprego desses peptideos isoladamente no
diagndstico da sifilis € desaconselhavel, pois devido ao seu pequeno reduzido, tais
sequéncias podem ser encontradas em proteinas de diversos patdégenos, de forma
gue ndo ha garantias de especificidade. Uma estratégia mais adequada, e que sera
analisada na continuidade deste trabalho, é construir um antigeno quimérico
especifico com base em diversos peptideos selecionados frente a diferentes

anticorpos anti-T. pallidum.
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7 PROXIMAS ETAPAS E PERSPECTIVAS

o Investigar metodologias que permitam isolar de modo eficiente os fagos expondo
anticorpos anti-IgM, a fim de permitir a continuidade da linha de anticorpos;
o Remover a interferéncia da etiqueta MBP na reatividade dos mimotopos com o
soro de individuos infectados por T. pallidum. As possibilidades incluem:
e clivar a etiqueta ap0s a purificacédo;
e substituir MBP por outra etiqueta, que permita a adequada purificagdo do
peptideo e apresente minimo potencial de reatividade com o soro;

e analisar de forma mais detalhada o emprego de peptideos sintéticos;

o Auvaliar a reatividade dos peptideos 54, 62 e 71 com soro de individuos saudaveis
e de pacientes infectados por outros patdogenos;

o Realizar processos de triagem das bibliotecas Ph.D.-7 e Ph.D.-12 empregando
os parametros estabelecidos na selecdo bem sucedida da biblioteca Ph.D-C7C;

o Selecionar as bibliotecas Ph.D. frente a outros anticorpos anti-T. pallidum
disponiveis comercialmente, e também frente ao soro de pacientes sifiliticos;

o Refinar a afinidade dos mimotopos inicialmente obtidos, a partir da:

e analise bioinformatica e alteracdo de sua estrutura e sequéncia;

e triagem de bibliotecas originadas pela mutagénese dos mesmos;

o Combinar diversos mimotopos selecionados e caracterizados a fim de obter um

antigeno quimérico com potencial aplicabilidade no diagndstico da sifilis.
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Human IgG-Fe fragment

Catalog No.
P80-104

()

v : é
BETHYL

LABORATORIES, INC

Storage:
Amount:
Physical State:
Buffer:

Shelf Life:

Production Procedures:

Country of Origin:

Notes:

Applications:

Related Products:

Product References:

2-8C

I ml at 1 mg/ml

liquid

Phosphate Buffered Saline containing 0.09% Sodium Azide
1 year from date of receipt

Purified normal human IgG is isolated using fractionation and DEAE chromatography. Fc fragments
were produced by papain digestion and affinity chromatography.

Protein concentration was determined by extinction coefficient: absorbance at 280 nm of 1.4 equals 1.0
mg of IgG.

By immunoelectrophoresis the IgG was shown to 1) react with antiserum specific for human IgG-Fe, 2)
not react with antiserum specific for IgA, IgM, kappa or lambda chain and 3) produce a single precipitin
arc with antiserum against human serum identical to that produced with anti-IgG-Fec.

By ELISA the IgG contains less than 0.1% of the other immunoglobulin classes and light chains kappa
and lambda.

USA

Centrifuge tube to remove product from lid.

For In vitro laboratory use only. Not for any clinical, therapeutic, or diagnostic use in humans or
anmimals. Not for animal or human consumption.

This product may not be resold or modified for resale without the prior written approval of
Bethyl Laboratories, Inc.

Used as a positive control in immunoassays. Optimal working dilutions should be determined
experimentally by the investigator.  Serum or plasma from donor has been tested and found negative
for HIV-1 antigen, antibodies for HIV and HCV and non-reactive

Purified Human IgA, normal serum PaO-102
Purified Human IgG, normal serum P8O-105
Purified Human IgG/Kappa, normal serum P8O-111
Purified Human IgG/Lambda, normal serum P80-112
Purified Human Fab/Kappa, IgG fragment P80O-115
Purified Human FatvLambda, 1gG fragment P80-116
Purified Human Bence Jones Kappa Light Chain PR0-126
Purified Human Bence Jones Lambda Light Chain P80-127

Deetal, Mol Endocrinol 20 (10):2528-2538, 2006,
Greenet al. Cytokine 26 (5):200-216, 2004

25043 West FM 1097 e Montgomery, TX 77356
800-338-9579 » 936-597-6111 e Fax 866-597-6105 » 936-597-6105
www.bethyl.com e bethyl@ bethyl.com
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ANEXO B - Especificagbes do fragmento Fc5u de IgM humana

Antibodies and Antigens Fitzgerald Industries Intemational, Inc.
are in Our Blood. 34 Junction Square Drive
Concord MA 01742-3049 USA

. Tel: 978.371.6446
Fltzgerald Fax: 978.371 2266
www fitzgerald-fii.com
E-mail: antibodies@fitzgerald-fii.com

Purified Inmunoglobulin Data Sheet

Product: Human IgM Fc5mu Fragment (Myeloma)

] i
] H
i H
| Catalog #: CH0916 H
i H
= New Catalog #: 31C-CH0916 Grade: o
I Purity: i
1 it
I source: Prepared from human IgM myeloma protein by digestion with Trypsin followed by 'EE
I column chromatography i
i H
IConcemration: 2.0 mg/ml (by UV absorbance at 280 nm) H
1 i
] H
IContaminants: A single precipitin arc was observed against anti - Human IgM Fe5mu, and anti - i
i Human serum when assayed by Immunoelectrophoresis. :ii
i
] H
I Form: Supplied as a liquid in 100 mM Tris Chloride and 500 mM Sodium Chloride, pH 8.0, 'EE
= with 0.01% Sodium Azide as a preservative. H
i
] H
] H
i H

L1
IBiohazard: This product has been tested at serum donor level by an FDA approved methods ]
I and found negative for HIV1/2, HCV antibodies and Hepatitis B surface antigen -
] Since no test can offer complete assurance, handle with precaution. i
i H

L1
IStorage: Store at 40C for short term. For longer storage mix liquid with an equal volume of B
= glycerol, aliquot contents, and store at -20°C i
] H
i H
IAdditional Remarks: No reaction was observed against anti - Trypsin, anti - Human 1gG F(ab’),, anti - i
i Human IgG Fe, anti - Human kappa or anti - Human lambda. i

L1
' H
i H
] H
] H
il H
| H

EOR INVITRO USE ONLY

CAUTION, not for use in humans or clinical diagnosis: This product is intended for research or manufacturing use only. Itis pharmaceutically unrefined, and verification
of its suitability for use in humans or as clinical diagnostic reagents and the compliance with all Federal and State laws regulating such applications are the
responsibility of the purchaser. There is no expressed orimplied wamanty. No liability is assumed for fitness of purpose and merchantability, or direct or consequential
damages. The user assumes all responsibility for care, custody and control of the material, including its disposal, in accordance with all regulations.

FM 4.15-4
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ANEXO C - Licenca CEUA / FIOCRUZ para manipulacdo de camundongos

Ministério da Sadde

FIOCRUZ

Fundagéo Oswaldo Cruz e
. A : Comissao de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de. Anbmals

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-15/09)

Certificamos que o protocolo (P-59/08-2), intitulado "Geragdo e selecdo de
anticorpos através da técnica de phage display”’, sob a responsabilidade de
DANIELA PARADA PAVONI, foi aprovado de acordo com os Principios Eticos no
Uso de Animais, atendendo, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Esta licenga tem validade até 05/10/2010 e inclui o uso total de:

Mus musculus
- 4 machos de Swiss Webster, idade: 45 dias, peso: 20 gramas;
- 4 machos de BALB/c, idade: 45 dias, peso: 20 gramas.

Rio de Janeiro, 05 de outubro de 2009

7

Dr®. Norma Vollmer Labarthe
Coordenadora

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansdo - sala 200 — Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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ANEXO D - Sequéncia nucleotidica e mapa do fagomideo pCOMB3X

>gi|34485976|gb|AF268281.2| Phagemid cloning vector pComb3X, complete sequence
AGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCG
GGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGT
GTGGAATTGTGAG[HE[erNW- VNS VN RNC VNNV NEEVNCIEN . TT TAAAATGAAA TGGCACTGGCTGGTT
TCGCTACCGTGGCCCAGGCGGCC

[€lelejerNele[ololelelol® . CCACCATCACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGT
GGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATG
AAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTC
TGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTT
GCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCC
CTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTAGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCG
TGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCTACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAA
GCTAGCTAATTAATTTAAGCGGCCGCAGATCTGGGAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATC
AGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAG
TTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGA
ACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGA
CGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGC
TGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCC
TATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGG
AAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGC
TGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAG
TTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAA
GAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGA
CAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGA
GCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAAC
AATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATC
TGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACG
GGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAG
TTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGAC
CAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTG
CGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGC
ACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAAC
TGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGG
AACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGT
CGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGC
CTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCG
CAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGA

LEGENDA:

I (<gizo na qual se anela o primer PC3X;

[ regido na qual se anela o iniciador MKFLOMP;
: sitios de restricdo da enzima Sfil

[ fragmento stuffer;

I proteina plil.
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Mapa do fagomideo pCOMB3X

00, ootk
2 0032 o5z qove 0%

| Amber Stop Codon

FONTE: http://www.scripps.edu/mb/barbas/content/pcomb_images/pcomb_images_files/pComb_Maps/pComb3X_Maps.pdf
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ANEXO E - Clones isolados da biblioteca de anticorpos scFv L

Sequenciamento realizado pela MACROGEN

1° Sequenciamento — 22 clones

>IGM1-MKLFOMP 950bases
NNANGCNGCTCGCTACGTGGCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGA
CACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTG
GATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCA
TCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGA
GTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCATCAC
CATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTG
AGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAA
TGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATT
GGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTG
ATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGGCGCTGG
TAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAATAAACTTATTCCGTGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATA

>IGM2-MKLFOMP 626bases
TGNNATNNNAAANTAGNNNGTTAAGCGGTTCTTTGTAGTGCTTCCTCCAAGGGCCCCACTAACAGTCAATTCCGAAACCTTCCCCCGA
AGGAGGACCAACTGTATATTCAGGGGGGAAAATATTATTTGGGAACCGCGGGCATAATTGCCCGTAAACATGATACTAGAAGTAGCTT
CTTCCGCTTCTTCGGCTAGTGTTAGTTCTTCAGGGAAAGGGGATGAGTATTGTGTTTCTAACACCTCAATACATGCGTTCGTATGTAT
GGGCCAGCTTTCGCCATTACCACATGTTTGGAGTAAATGACATTTGGAGTTGCCTCCGGTAGTAGGAGACCAACCGCGGCTGGCGACT
CAACACATATCGCATCCTGGTGGAAGATTATGATAGAATGACCTATCCTCTGTTAAGTCTTTGTTGGTGGGTTTCTGGTAGATAACCA
GGTGGTCGGCATATGGTTTAGTTGGATAGATTATATCGTTGAATTGAGGAAGAAGGCTGTGCTTTTGACACCCTGCCCTTGAATCTAT
CTGAGAAAACTCCCTTCTGTAACCGTGCAGACGCTTAGCAGGTATCCACGGCTTTTGTTTGTATTTATTAAGGAGAGAGTATATCCGA
GGCAAGGGAA

>IGM3-MKLFOMP_ 950bases
NNNNANNNGNNGCTTCGCTCCGTGGCCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAG
TTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCG
ATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAAT
ATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTT
GAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCAC
CATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCG
GCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGAC
CGAAAATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGT
TTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTG
ACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGG
CGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTNGTGNNGTCTTTGCGTTTC

>IGM4-MKLFOMP 925bases
GGNANNTGGGCCNTCCCCCTCTAGGGAATGCCTCAATTAAACCCTGCCCCCTGATTTACAGTTTTTATTGATCATGAGTTGCAGTTAG
TCAAAAATGGCAAAGGTCCTAAAAACATTTTTACCCCCAGCCCCCTAGCACTTGAAGGGAAGACTGACCAAAAAAGCTCTTGAATTTG
ACCATGATCTTAAGCTTCTTTGACCAGTTTATAAGCCCCACCCTCATGGGAGTGCCCCTGTTAGCCGTTGCCCTCTTCTTTCCACTCG
CCCTATTCATCTCCCCCTCCAATTAATGAATAAAAAACCGAGTTGTTACCCTGGAAAGCTGGTGCACCAATCACAATACACCACAACT
CTTTCTGCCGCTAAACCCCCAGGGCCCCAAAAGATCTTAAATAATATCCCTGCTTGTGTTATTGTTTTTTCTTTTAAAATAATAAGTT
TTCTCCTATATACTTTTACCCCCAACACCCCAATCTCCAAAAATATAAGAATTGCTATCCCCCTTTGAATTATTACGTTATTAATGGT
GCATACTCAACAAACCCCGCCCACTTTCATCTCCTACTATAAGAGGAAAGACACATAGTGTCTTCTCCCTACATGTTATTATTATAAA
ACCAATATATTTTTACCACCACTGCTATGACTGGGGAGTACGATTAACACACCTCATCGCTGCTGGCTAGTTTGTTACTTCTCCCCAC
AACAGCAGTAGTGTTACTGCTTCCTGCCATGATGCTCGCATGCACTACTTGCTGGCTGGCCGTCCTACTAACACATACTTAACTAAAA
AGAGCAAGCGCCATCCACCATCTAACCTTATTTTACTTTTATTCTATTGTACTGACACGAAAATGAATAAATCAACAAGCAAACGCAT
GTCTTTCGTATATAGACACNAATCACAGACCACAAAACAAACCAT

>IGM5-MKLFOMP 9l1lbases
NNNNNNNAAANNTTTTNATTAGGNGGTTCCTTNNAATCNTCTCCCAAACCCAGAAAACAGTGAAGTACAAGACGTAGGCTTGGATGAT
GGGAACTGGAAGTTCTAATAGAATAAGGTTTAATAGGAGACCGCGGACCACAATTGTTGGCAGCATTTTTTCCGGGGTGAATACAAAT
ACCGGTGGTGAAGGGAATTGAATTTAACAATGGCCCGCTTGGAAGGATTGTGGTAAACACCCCCCAAAGGCCATGGGTCGAAAAAAAA
GGTTATGGGTTTTAATAAAAACAAGATTGGGGAAAAAAAAAACTGTGGCTTCCCCTGGGGGTATGAACCAAGATGGGGGGGGGGTGGG
TTCATTAGGCCAAAAACAGCCTCTCTTATCCTTTGGGGAGTGCAACCTCTATATTTTTTTATGGGGGGGGGGGGGGTGAAGGAATAAA
ATGGAGGAGAGGGTACTAAGATGAGGGGTAGCAATAAAACATGCAGGGAAAAGGAAAATAGAGCACCTTTGTGCCCCCGGCGATTTAG
CGACGAAAGCTGTTGTGCTTTGTGCGTTTTTCGCCCCTCTTTTCGAGACAGCGACTCCTCTGATTTTTTTATTTTTGAAGAGGACATT
ATTTCAATGGAAGGAAGAAAAACACCGCCATCCCGCCTCCCCCACGCCGGGGGGGGGGTGATTTGTTGGACCAGARAGAAGCACCACA
GATTCATCATCTACTTTTGTTATTCTTTCCTTCCCNCCCCGCGCAGGGGGGGGGGGGGTATGTGTATTAAATAATTTCTTCTTGGCTT
TTTGACCAACAAGACTGGACACAATACATTCTGTATATGAGGAGGCGGGGATTAGGTTAGGTTGTGGCTATTGGTGGTAGTTCGCCGC
GAGTCTACAGCCCCCTACCTTCCTTTGTATA
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>IGM6-MKLFOMP 950bases
GNNCANNCNTCCCCTCGCTNCNNNGCGNCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC
AGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCC
CGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAA
ATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAG
TTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATC
ACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGG
CGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCCAACGCTAATAAGGGGGCTAT
GACCGAAAATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACCGTGCTGCTATCGAT
GGTTTCCTTGCGTGACCTTTCCCGGCTCCTGCCAATGGTAATGGTGCCTACTGGTGATTTTGCTCGCTCTCATTCTCAAATGGCTCCA
GTCGGTGACGGTGATAACTCACCCCCTAACGAACAACCTCCCTCCACATTTACCTCTCCCCTCCCCCCGATCCGGATGAATGTCGCCC
CTCTTGACTTTCGTGCTGGTGAAACCACACTCAATTTTCCCATTGATTGGACCAAACTAAACTATTTCCG

>IGM7-MKLFOMP 950bases
NNAGNGNNNNATCGCTCCGCTGGCCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTT
TTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGAT
TCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATAT
GGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGA
AAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCA
TCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGC
TCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGCTCCCGGCGATTTTGATTATGAAAAGATGGCCCACCCTAATAAGGGGGCTATGACC
CGAAAATGCCCATGAAAACGTGCTACGTCTGACCCTAAAGGCAACCTTGATTCTGCCCCCTACCGATTACNGTGCTGCTATCGATGGT
TCCTTGGTGACGTTTCCCGCCTTGCTAATGGNATGGCGCTCCCGCCGACTCTCCCGGCCTCTAATTCCCAAATGGCCCAAGTCCGGGA
CGGTGATAATTCCCCCTTAACGAATAATTTCCGTCCATTATTTACCTTCCCCACCCTCGATCCGGTGAATGCCCTCCCTTTTGTCTTT
CGCCGCTCGTCAGACTACAGAATTCCTCCCTTTGTTTGTGACAAAATAACTTTATTCCGTGGNGGCTTTG

>IGM8-MKLFOMP 604bases
CNNNNNNNNNNCNNCCCCGCTATTGAANGCCTCATTTAAACCCTGCCCCCTGATTAACATTTTTTTTGGTTTCATGACTGGCCCAATA
GGCTTCATTGCCAAAGGCCCTAAAAAAAATTTTAAACCCCCGCCCCCTAGCACTTGAAGGGAAGACTGTCCAAAAAGGCTCTTGAATT
TGACCATGATCTTAAGCTTCTTTGACCAATTTAAAAACCCCCCCTTCATGGGAATGACCCGGTTAACAGGTGCCCTCTTCTTTCCAAT
GGGCTCTATTCATCTCCCCCTCAAATTGATGAGAAAACAAACGAAGTGGTACCCTGGAAAGGAGGTGGAACTACCATTATACACCACC
TCTTTTTCTGCCTGTAAACCCCGGGGGGCAAAAAAGATCTTATGTTTACCCCCCTGCTTGTGTTATAGCTATCCCTCATCAAACAATG
AACTCCCCCCCATATTTTTTTACCCCCACCCCCCCCATCTAACTAAATATAAGGGACTTTCCCCCCCTTTTTAATTACAGAGGTTATT
GTGGTAGATGACCAACCCACCGCCGCCCCCCGGGGTTTTTTTACTACAGGGGAGAGGGAAAGGGTGGTGTGTCTCT

>IGM9-MKLFOMP_ 950bases
TNNCGNNGNNGCCTTGCTGCGAGGCCANGGGGCGAGTCGGCTGGTCTGGTTGGGGATATGATCTAGACCTGAATGAAATTATTTTCTG
ACTGATGACCTCTTTGAGGAGATGTACATCCTCGGGAATTTCTGATCCTCGTCCATTTCTGGTGGAARATGATCGCCCCGATTCTGGG
ATAAATCCGATTCTGGATGAAATCGCTGAGAATATTGGGGCCTGAGATGTTGCAAAACCTGGATCTGCGAAAAACTAGGCCCCGTGGA
AATATGACTTTGCTGGTGTTCCGACTCTGCTGCTGTTGAAAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGGGTGCACTGAGAGTTCCTCGA
TTGAACCTGGCCTACCCGCTAAACTGGCCGGACTGTACGACTTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGCATCGGCCGGCCATGGCATCAC
CATCTACCAGGTTCCGAACCGTACTACTTAGGAGGGTGGTGTTTCTAAGAGGGGGGGGGCTGAGAGGGGGGGGTCTGAGAGAGGGGGG
TCCCTGAGGGAGTCTGGTCCCGGGGAGTTTGTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAATAAGAGGGGCTATGACCAAAAAGGGCCTATAA
CCCAAAATGCCGACGAACACTTGCTACAAACCTGACTCTAAACGCTAACGAGATTCTGTCTGCTACTGAATGGTGTGCTTGCTATACG
TGTCTTGATTGGNGACGNTACTGGCCCTGCTAGTGGAAATGGCTGTCTCGAAGACTTTGCTGGCTCCAATTCGTGAATGTGATAAGTC
CCTGACAGTGATAATTCCCCTTTAATGTATACCTTCCCTCCATAAATACCTTGACTGCCCTCCCTTGTGTGAATGGCGCTGCTTTTAC
CCTTTGGAATCTGTCAATCCATTGGGATTTTCTATTGATTGTCAGCGAAGACTTTGACTTCCCTGTTGTA

>IGM10-MKLFOMP 950bases
NNNNNNNNNNCCTCGCTCCGTGGCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACAACAGTTT
TGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCCATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATT
CTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCCCCGAAATATG
GCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGAGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAA
AGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCAT
CACCATGGCGCATACCCGTACCACGTTCCGGACTACGCTTCTTATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCT
CTGAGGGAGGCGGATCCGGTGGCGGCTCTGGTTCCGGTGACTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGA
AAATGCCCATGAAAACGTGCTACCGTCTGACGCTGAAGGTAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGCTTC
ATTGGCGACGTTTACGGCCTTGCTCATGGTAATGGTGCTGCTGCTGATTTTGCTTGTCTCTAATTCCCAAATGGCTACGGTTCCGAGA
CCGTGATAATGCACCCTCTCAATGAATAAATTTCCCTCAATATACACACTTCCCCTCCCCTCCACCCGGAATGAAATGTGCACCCTTT
TGCTCTTGCGCTNTTGGGCAACGCATAACGCATTTTACATTTGATTGGGACCGAAAAAACCTAATCCCGT

>IGM11-MKLFOMP 596bases
NNNNNTNNCNCNNNTGNATTNTTGGGGGTTATTTTAGAATCCTTCTCCCANGCCCCTAAAAAAGTGAAGTCAAAGCGTTGCCTTTGAT
TAAAGGGAACTGGAAATTTTTATAGAATAAAGTTTAATAGGAAAGCAGGGCCCACAATTCGTTGCGAGCTTTTATTCGGAATGAAGAC
AAAATCCGGTTGTTGAGGGAATTTGAATTAACAATGGCCCCTCTGTAAGGTTTGGTGTAAATCGAACCCTCTTGCCATGGTCGAATAA
AAAGCCTATTGGTTTTAATAATAACAAGTATGGGGATTAAAACAATTGTGTTCGCCCCTCGTGGTAGGGGACAAAAGTGGGCGGTGGT
GTTTTATTTTTGCCAAAAAAAGCCCTTCGTATCTTATAGAGAGTAGCAACCTATATTTTTTTGATTTGTTGGGTGGGTGTGGAAATAA
ATTTGGGGAGGACGTCCTCTATTTGAGCGACGAAACAATCACACCTAGAAAGGGAAAAATGATCCCTTATCTGTGCGCGGGGGGGGAA
ACAGGCACGAAGATGTTTTGTGTTGTGGCACGGCGCCCCACTTTTATAGAGAAAAAACTCTGGTTTTT



132

>IGM12-MKLFOMP 577bases
GNNNNNGNCCNATCAACNTTTTTTTGAAAGGGNCCCNCAAAACCTGGCTTTCCGCAGAAATTTTCATGGCTAAGGATTCGTGAATAAC
ATCCTTGTCAGGGGCCCAGGAGATCCTTTTCGGATTTACCGCGGTTCTTTCACGGTATTGTTATAAAAGAGGTATTGTGTGTGGCTGA
TCGAAATATTTTGTGCCTCTTAAAATCCCCGCTACCAATAGGTTCTTCATAAATTTGACCCTTTTGATTGTGAATCAGCATTCCTTTT
TTTTCTAAACATCGTTTTAATTAGGGATTAACCCCTTTGGGGGCCTGGCTGACACGGACTTTCCCCGGAAAAATCAAGGGGCTGGTCT
GGGGCCTAAAAATTTTTACAAAATTTTCTGCCCCCTAGTAGATGCTTCCTGGCACTAATTCAATATGACGGCTTTTAATTCTGGGTTC
AAGGGGAATTCCTTCTCGTTCGAAGTAGGGATGTCTTTTTCTTTAAATTTCGGGAGGATTAGGGGTTTTTGGACCCAACGTCCCCCGA
GCCTTACCCCCAAATAAAAACTATTATTGTCTTTTTTCTGACTTCAATA

>IGM13-MKLFOMP 693bases
NNNNANTNAAAAATTGGGTNGGGCCGAATNGTCCACCATTCTTTCTNNTTTTTCCAATAAGGTTTCTCCAATAGAAAAAAAAGGAAGA
GTAGTCCACGGAACGGAAGGGTAATATTACCGCATATACGGATTTGTCCTACGATATGATTACCAAATTAGTTTAACACCGGTTGTAA
GAGAATTTGTGTCTTTATCGGAAATGTCCAAATCAGGGTGGTTCCGCATCACTATTCCATTTTTGGCTGGGAGTGGGGCTAACCTTTT
GTCGAAGAAGATTTACTTAAAAACAATTAATTAGTTTATAAGGCAACTCGAAACCAACAGATTCTCACGACGTAAAAATAATTCTCGA
CCTGGGCCACTATTATTTTAGGAACCTTCTCGGGGCCATCATCGATGATTACTAGCCCCCCGGTCGATATCGAGGTGGTTCGAAGTCC
GGTCACAGAGAAGTCTATCTTTAATGACCAACTCCAGAAGACATATACTTATGTCTAGCCCTATTATATTTCATTCTTGACCTAATCC
TCTGCAATCCCCATAAGCCCCTCACCCAGCCACCCTTCCATTACGTGAACTGTTACAGACTTCTTAAAGATTTTTCGGGGTGAGGAAA
CAACTCCTCATGAATGCACACCGACACGGCAGTTAGACACGGATTTAGAGCTCACGCTCCATTTATCCGATATCTCC

>IGM14-MKLFOMP 594bases
ANNNNNNNNTNNCNCGNNCCATTCCAGGTTTTGGGAGCNCCACTTTAATTTTTTTNNGCNAAAAGGATTTTNTTTTATNCGGAGGCNG
NNGCGNNNNNNGGATGGCTCCAGAAGTAGCTCACCCCTTCGCCCGGGGCACTCTCACGACAAATATAATAAAAAAACTAGTCTCTTTA
CCCGGAACAAGAACTTTTTCTTGTTCCTTCCAAAAAAACCTTCACCCCCGAGGGTGGGCCCTTCATAAATTGTGACGCTTTGAATGGG
AATGTGCATTTAGTTTTCCTCGAAAAACATCGTTCTAATTACAGATTAAATCCTGTGGGAACCTGGCTGAACGAACCCATTTTTAAGG
GAAAAAACGAAGGTCTGGACGGGGGCGAAATTAAAATTTAGACAAACTTCCCCGGCCCTCGAAGGGCCTTCCCGGCCTAAGGTCCAAA
ACCAAGTAAACCCAATCCTGGTTTCAGGGGGAACTCATTTCCATTAAAAAATGGAAAGGCCTCCTCCTTAATTTCCGGGCAGAATAAT
TTGGGTTTTGGGCTCCAACCGGCCGGAGGGCCTAATACCCAATAACCAAACAATTTTTGATTTTTT

>IGM15-MKLFOMP 930bases
GNNNCCCANNCNAANNNACATTTTTCCGCTCTGCAACCAAACTCCCCGATAGCCAATAAGNGTTNCCTTCCATATGGAATTTACGGGA
GACCCTTATTTCGGGAGCCGGAGGTCCTATTTCTTATAAACCGCGTCTCCGCTACAATATTATGACTGGAATAGTCTAATTACGGGGA
AGAAATGTATTTATGGTTCTTCTAAAAAAATAGAAGACTATTTTGGTTCTTATCCATTTTTCCATATCTGAATGTGAATTTGTCTTAC
TTTTTCTTCGAACACGTTCTTCTTATAAACGATTAACATCCTTCGGAGCCTTTCTTGAACGAACACATTTTTATGGAAAAATACAACA
TCTTGAACTGGGGCGAAATTATTTTCAGAGGACTTTATGGGTCTTCAAGGATCCTTCCTTGCACCATGTTCGATAACAAGGAGTATCG
AATCTGGGTTCTAGGGGAACTCATTTTTTGATGAAGAAATGGAAATGCCACTTAGTAAATTTCTGGCAATATTATTTTAATTTTTGGT
CTCACCTGTTCAGTATCGCTATAAACCCATTACAAACCATTCTTTCAATTTGCTGGGTTATCTTTCAAGAGTCCTAAAAAATTCCTCC
GGGGGGTAAGGGAACCAAATGCTAAATGATTCCTCTCCTAAGTGGGATATTCTTTACTAAGAAAATTTGAAAACCCTAGTCCCCCAAT
TATTCCTCTTGTTCNACCTTTGTCTAAAAGCTTAATTTTTGTACCGTATCCCGGGCCTCCGATTACTAAGCCNATTTGGGACCGATTT
ACCAGATTGGGATATTATTAAACGATTTGGCCGGATATGTAGAAATCTTCTCTCACTATCATAGGGGATCCTCAAAAAAACGAGAGTT
TGTCCCCTAAGAAGTATATACTCCACCGCTCTGTAGGGCAAGAGAAAAAA

>IGM16-MKLFOMP 950bases
NNNNNNNNNGCTCGCTACGTGGCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTT
GACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTC
TGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGG
CATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAA
GAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGAACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGTCAGCACCATCACCATC
ACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTTTGAGGGTGGCGGGCCTGATGGTGTTCGTTT
CTGAGGGAGGCCGTCCCGGGGCCGTATCTGCCTATTATCAAACTGATCTTGAAATGATCGGAAACCCTCATTCAGGTGTCCTAAAACG
ATCTTCCCCAGGAAAACATCCTATGCTATGACGCTCATTGCCAAATGGGTATTTTTACCAACAGATTTAGAGAGCTTCTTCTCCAAGG
ATTCCTCGGGGACGATCCTCGGTCTAGAGCTAAGGTTTTGTGCCCGTATCCGGGCATCGGCTGACTCAACCCATTTGGGCCCATTTAT
CAGATAGTGATATTATTCATCGATTTGGCCGGATATGTAGAAATCTTTCTCCCTATCATACTGGATCCTCAAGAAAACACGCCCTTGT
TTCGCATGAGGCCTCTCCCCCACTCCTCGACTAACCCACAGAATGGGGACNAATTGACTTATTCCCTGGG

>IGM17-MKLFOMP 702bases
GNNNNGNTCCTTTACTTTTTTCGGGGAGGCCGCTTAAAACGCGGCCCGCTTCAGATCAGTTTATGGCTTCCTGACGATCCGGGGGTGG
AGCTGGAGGCTGACCCTCTCAAGAGCATTTTACCCTGTCTGGGGACCTACTATCATTATAATCCTTCCATTAGTTATCTTTCAACGTT
CCAACAAAAATACTTGTATGCCTCAAAAACCTCGGGTTCCGCGGGGTAAATGCATTAAAAAAGGACAAATTTTATCGGAAGGTGCGGC
TACAGTTGGGGGGGAACTTGCTTGAGGAAAAAACGTATTAATAGGTTATATGCCATGGGAGGGTTACAATTCTGAACACACCCGGTAC
TTGCCGAACGTCTGGTATATGAAGATCTTTATACTTCTTCTCCACCCCGGGTTGAGTAGGGTATAGGTTGGCAAGCATTCTCATGCTT
ATATGGAGGATATGAAATGGATGTTCCGGACCCTTCTTCTTAGAAGCTGGTGGCCATGATCGTTCCTTTTGTTAACGCCGGGGATCCT
CGGGCCTCCGTCTTTTGGGGATACTATCTCCGACCAACTATAGATTATAGAAAAGGGGAATGGCACACTGGCTTCTACGATGCAGGAG
GAAGAGGGAACACCCCGTTACTCACAGAGGCTATGAGTCTATGTTCGGTTCCGCNCTACAAAAAACGTGCTTGCTCCCCCGGCTTC
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>IGM18-MKLFOMP 84lbases
NNNNNNNCNNNNNTCNNNNTNNNNNNGNNANNNNNNTNNNNCNNNNANNTAGATCNAGAANACTANNNNGANNNAGAGATAAACGGAA
AATTACATAACCCGAAAAATGAATTTATTTTTTCTAAGAAGCTAAAAATTATTTTGGTTCTTACATCATTCTTGTGTATCTGAATGTG
AATTTGTATTAGTTTTTCTTCGAACACAATCTTCTTATTTACGATTAAGATCTTTTGGAGCCTTTCTTGAACGAACAGATTTTTATGG
AAAAATAGAACATCTTGTACTGGGCCGAAATTATTATAGGAAGACTTTATGGGTCTTCAAAGATCCTTGCATGCACTATGTTCGATAT
CAAGGTATATCGATTCTGGGTTCAAGGGGAACATATTTTCTGATGAAGAAATGGAAATGCCACTTTGTATATTTCTGGCCACAATATT
TTCATTTTTGGTCTCAACCCGTACTGGATCGCTATAAAGCACATTATCCAACTATTCTTTCCATTTTGGGGGGTATGTTTTCAAGTGT
ACTAAGAGATTCTTCCGCGGTGAGGGAAACAAATGCTAGAGAAATTCATTTCTCATGGGTATTTTTACTAAGGAATTTTGATACCTTA
GTCCCCATTATTCCTCGTTGTTCCATCATTGTCTAAAGTTAAATTTTGTACCGTATCCAGGCATCCTATTTGGTAAGCCGATTGGACC
GATTTATCATATTGTGATATTATTAATCGATTTGGCCGGGATATGTATAAATCTTTCTCACTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACGA
GTTCGATCGAATGAGTAGATACTCGCNGTCATTATAGGGCAAAGAAANA

>IGM19-MKLFOMP S905bases
NNNNTTNNNCCNANAGCNCAACGGTAGTGAAAGCCCCATAAAATTTGCTTCCNCATTAAAGGTTTTANNGGATAAGGCGGGGAAAATA
GGACTAATGCCAAGGACCCAGAAAGATCCTTACTCAAGCCCCGTGGCACTTTCATGAAAAAAGAATTAAAGTATTTATCTTTCTACGC
TGAACAAAAATACCTGTGTGCATCTAAAAAATCCCGTTCCCCGGGGTGGTGTATGATAAATGGAGAAATTTTTGATGAGGGTGCGGTT
TACGTTGTCGGCGAAATTGAATTTCTAAAAAACCGATTAGATCCTTATGACGCTTCCGCGAATACAATTCTGAACACGGAAAACTARAA
AACCGAAGGTCTGGGGCCAAAATATAGAAACTTCATTTTTTGGCCTCCCGGGGTCCCTCCCTGGACCAAGGTCCAAAACGCCTCACAT
CGATCTTGGTTCAACGGGAACCCCATTTCTGATGGAAAAGGGGAAGGGCCCCTCCTTAAATTCGGGGCGAATAATTTGGTTTTTGGGA
CCAACCCGCCCCATCCTTTGTCCCCATTAACAAAAAGAAACTTCAATTTTTGGGCCCCAATATCGGGTAATAAAAAATACATCCGTGA
GACGAAAAACTGGATAAAGGGCTTTTGACAAAGGTCACCTCTCGGAGGAAGTTGAGATACCAAACCCCCCCATATCCCCCCGTGTGAT
ACATGGGTCATAGGCTAAAGTTGGTCGCGTATCCGGGTGCCGATTATACTACTACAATTTGGACCACTTATACAAAATGGGGGATATC
ATCATCCTTTTCGCCCGGGTTTGTACAAATCTTTCCACGATCATAGAGGATCCTCAGAAACGCACAGTCGTGCCTTCCGATCTACTCT
NCTCACTNTCGAAAAAAAAAAAAAA

>IGM20-MKLFOMP 950bases
NNNNNNACCTGCCTTGGCTACCGNGCGCNCGCCGCGACGTGCAGCTGTNCGAGATGAGCGATAATTTATTCACNTGNNGAGGGGCAGT
TCGACCGGATGTGCTCCAAGCGGACGGGGCTTTCCTCGTCGATTTCTGGGCCCAGTGGTGCGGTCCGTCCAAAATGATCCCCCCGACT
CTGGATGAAATCGCTGACGATTCTTCGGGCAAACTGACCGCTGCGAAACTGATCATCTATCAAAACCCTGGTTCTGCCCCAAAATATG
GCTTCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGTGGCAACCAAGGTGGGGGCACTGTCTAAAGGACAGTTGAA
AGAGTTCCCCGACGCTGACCTGGCGTACCCGTACGACGCTCCGGACTACCGTTCTACTAGCGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCAT
CACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCT
CTGAGGGAGGCGGCTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAACAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGA
ATATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTC
ACTGCTGACGCTTCCGGCCTCGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGCGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAATGGCTCAAGTTCGGTGACG
GTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCCATATTTATCTCTCCCTCTCTCAATCGGGTTGAATGTCACCCTTTTTGTCTTTGG
CGCTGGTAAACTCTACGAATTTTTCTATTGATTGTGACAAAATTAAACTTATTCCGGGTGTCTTTGCGTT

>IGM21-MKLFOMP 950bases
NNNNCNNNCNGCTCGCTACGTGGCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTT
TGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATT
CTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATG
GCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAA
AGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCAT
CACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCT
CTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGA
AAATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTC
ATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACG
GTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGGCGC
TGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTTCCGTGNGTCTTTGCGTTTCTT

>IGM25-MKLFOMP 593bases
NNNGNTNNNNCNACCCCNTCCTTANNNAAAGGTGGCTATGACTGGTGCTTGCCATCGGACGTGATGATGGAGT TCTTGAGGTGGAGGG
TGCATGGTGGTGGAGGAAGCATGAAGTTGAAGCCATCTCTCTCTCTCCCTCCCCCCTACTCTTCTCCAATCTCTTCCTTGGTTGTTGA
GATTGACTAAGTGGGAAAAATTCTTGGAAGCCTTTTATACTTCCAACCCCTAATCGAACAACGCGTTTCTTCGGGACTGTCATCTTTT
CAAATTGCCGTTCCCGCACCCCCGCCACTTGCTTGAAGAAAAAACCAAGAAGTTACGCGGTGGCTCCGGGATTATTGAGTCACCACCC
ACCCTGCACTTGCCGAAAATCGGGCGTTCCAACCCTTTTTAGTGTACAACGCGCTAGATGTTTACATCCGTTACTTTGTAAGGGTTTC
GTCCTCCTTTTTAAGGAGATCAAATGGATGTTCATGTACCCTTACTTAGAAACTCCCCCCCATGCTCGGTTACTTACGTTATCTCATG
GATTCTCTTGGCTCCCCTCCTGCGGATCCAATTTCCGTACCAACTAAAGGAATGATAGTCTGGTG
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2° Sequenciamento — 12 clones

>IGM2-MKLFOMP 81l8bases
ANNTNAANAATAAACGGNTGGCTCGGAGGGGTCAGCGGGCCTACTTCCGCCACCGGGGTTGCTCCCGATTTCGGTCTGGCCCGACCAA
GAGTTGCCCAGAATTTTGTGGACGAGACCTCCAACCAGTCGGGGTACGCGGAGTCCAAGCCGCGCACTCACGGCTAGGACAGGGTGAT
TCCCCGTGCAATGGGTCCTGGGTCTATTGAGAAGATGGGGACCACTTCCCGGAGGTACTGGTCAACTTGATGTTCACGAAGACCCGGG
AAAACCCCAAACGGACGGTCCCCAAATCAAGCCCTCGCGCGAAGTCGGGGGCGCTTAATACATAACTCGCACTGGTCAATGAAGGAGC
GGTGATGTCATTACCGAATGTTGTCTTTGTCTCCACCAGGCTTTTGACTCTAAAACCCACTTCTTTTCACGAAGTTCCAAAACCCGAA
TAGGCGCATGCTGTTCTTGGAGAATGGCACGAATTAGTTAATCCTGGGGAGTGGGACTGGTGAAAGGGTGGCGAGAACTATTGCTGGC
CTCAACCAAACAAAAAATCGCAAGCAACATTCAATTTGTTGTTCAGTCATGTTCTCCCTTTAACGAGTGTTTTCCCATGATTTTGTCC
GTATACTGTACATCGAAGGTGTGCTTAATGGGACTCATGCTTTGTGCTGGATAGCTCCACCCTTTTAAGACACCCATCTCATTATGGA
CCTTGAGAGTGGAGAGATGGATCAGACGATCTTCCTTTTTTCTTCGCTACTGATTCCCGAACCTCTATCTCCCTATCCCTTGTTTTCT
TGATATCGCGTATCTCGCCATATATT

>IGM2-PC3X 696bases
CAGGNGNANTGGGGAAGGTTGCTCGGCGGGGTTAGCGGCGGCCTTCCCCCATGGCGGGTGCTCTTGAGTGGGTGAAGGCCGTGTTACA
CTGGTCCAGGACTTTTCCGGGAGCCAGTCATTCGGTCGCGGAACGCGCACCTTAGCTAGCAGAGTCCAGAGTAACATAGGGAAATTCA
GCATTGCCATGAGTTCCTAGGTGACTGATGAAGTCGGAGGTGCACACTTGCTCTCGCAATTCTGAAGAGTAATGTTTTTTTGACACCG
CGGGCCCGAAAACCAACAGAACCCCGTGCTAGCCATCCAGGTAAGTTTGGTCTTCTATAAATCTGGGATATGGGGGTATTGGGCGCCG
GTGTTCATTTAACACACTCGAGTCCTCTTCCCACCCGGCTTTTGACGAAAAGATCCAAGTCTATTCTCTGAAGTCCACTGATTCGAAG
CGATGGCCGCCCTTGGAGAGCGCCGCGAATATGTTTTCTTGGAGAACTGGGACTCGTGAAAAGGCCTCAGATCTTTTGTTCTTGTCTG
TTTTTCTTGCCAGGATGCTTCTTTAGCATATTATTTCAGGAGGCTCGCTCTTTGTCGAGTGTCTTTTTTGAAGATGTCTGTCTGCTGT
TGCATTAAAAGTGGATATAATGAGTCTTATATTTTTGGTTGGATTACAACTCACCTTTTTACCATCGCCATCCCACGATT

>IGM3-MKLFOMP 813bases

CTGANAAAATAGNGAGAAAAGAAGGNAGGAGTAGACGGGGACACTCCCCCATAGAGGGAGCTGATGAGTGGGTCAAGCGAGATCGAGA
GCGTGCGAGGTTTGGAGACCGAGACCTCAATCCAAACGCGGTACAGAAAAACCTTATATGGCAATCACGTAAACTGACGGAAATTCTC
GGAAACGATGTGGCGCGGACCGGCCTTAAATCGGGAGGTGGAAACTGTCTTCGGCATCCCTGACAGTTGTGGCCCCGGAGATCCCGGG
AAACTGAAAACCGTCGGTCCCAAAAACTCGCCCCGGGGTAAGTCGGGTCCAGTTAATATCTTATCTGAGGGTCGTCTCGCCCGAAGAG
TTCAATTTGACCAAGCGCGTGCAACACCAACGAGGCCTTACAGTACGGAACGCCTCACATTTGAGGCTCTCATCCACGAATATTCGAA
ATCTTTACGAGGAGAAAGGTGCGGGAAATTCATCTGGCAGAACTTGATGTGGAGAAAGGGCGGTCAGAATTTGGTACGGGATAATAGG
GGTTTAACGGGATGCTTCGAGAAAACGGTGAAAACATTTTGTTTCTTTTTATCGGTTACAGTCCCGAGCTGTCCTTGAACTGATGGAA
AAGTGCGTGATTTAATGTGTCCCACATTCTTGGCTGGATGCATGCACCCGCTGTCGAACCCCATGCGACTAAGTACGGTTAGNGTAGT
GACCGGTCTCTAACCCATCGTGTTCTTTTCCCCGCAACAGAATCCCAACCCCCATCGCCTATACTCTTATTTCTTTGATAGCGGGTCA
ATCCCCCTGCGAATGAGTGGG

>IGM3-PC3X 859bases
AATANNAANAGCGANGGTTGGCAGGCGGGGTTTAGCGGCCACACTTCCCCCCCCAGAGGGTGCCTCACGATCGTGTGAAAGGTGGGCT
AGAAGCGTCCGAAATTTGGTGGGCGAGACCTCAATCTATCGGTTACAGCTAAACCAGACCGCGCACCCAAGAGCTGACAGGATAATTC
CCCATTGCACTGGGTTCCGAGGTAAACAATGAATTTGGAGGTGCAAACTCCCGGAAGTAACTCAGAGATCAAGGACCCGAAGACCCGG
GGGAATTGTAATCCGTCTGGCCACAGGCCGGCCCTGGCGGTACGCTGGGGGAACTTAAARAAGAGGAGGCTTAGGAAGTGCGTGACGG
TGGTCACTTAGAGATATCGAGTGCGGTCCAAAAAGCTGTTAAATCAAAAAACCAATTCACTAAAGAACGACGAAAAACGTTTAGTCGG
AAATTTTACTTGGAGAAAGCAACGATTAGTTAACCGAAAAAAAAGGAACAGGAGAAAAGGTGATCACAATTAAGCCGCGGTGATGGAA
AAGCAGAACTTGCAACTATGAAAAGTAAATGGCTAGATCTTACCATTAATACGAGTACAGTTCCCGAGCTGTTCTTTGACTGGTCGAT
GCTGGAGAATCGGATGAGGCCACACACCTATGGCTGGAAATCTACAACCCGCCTCAACACCCCCATCTCTTTATGGACGGATTAGTCG
AGTTGAGGTGGGACGAAGGCGATCGGAGCATTGTTTCCTTCGCTCATTGTAAACCGCACCCCCTAGAGCCCTATACCGAGGATTTCTT
GGTAAGGCGCGTAAATCCCCCTTGTAGTGTCGCACCGCGCCGAGTCGATCGTGCAGTTGGTACTATC

>IGM4-MKLFOMP 622bases
AGAACNNNGAATAAAGAAAAAGGAAGAACGGACAAAACGGCATACACGTCCGCCATTGAGGTAGCTCATGACGCGTCCCATTCGTCTC
GCAAGACCCGTGCCAGGTATTGTCCCCGTGACCCCCAGCGATTGCGGTACTGCGAAGGTGAAAAGCGCAATCCTGATTACCGCGATTC
GAGGGGGTTCGATGTCTTCGGACGCGGTAATAGTTATGCCGATGCCGCTCTCGTAGGTATCCCTGACGGAAARATGCCCATAATTTCCC
CCGGGATTGTGGCAATTGTACACCATGAAAGCAAATGCAGAAAACCTCTCTTGCCCTTACCCTGGGCTATCTGGGGTCTTGCCGGCAC
TGTTCCAAAAGAAAAACTCGCGTGCTCAGCTAAGATTTCTTATATGTCAGGAACTGCTTCAGTTTGTGGAACCCATAAACTTTCGTCC
CATATGATTTCGTTTAGAAATGTACGAGAATCTCATCTTGCGGAACTGGTTTTGTAGAAGGTCCGGATTAGTTGGACGCGGATTAAAA
ATAAAACGCCAACCTTCCTGTTTGTATTATTAGCAAAATGTATTCTTAGTTCTGGTACTGTCGCCAAGATATTCCTTGAACCCTCCGA
AAGTAT

>IGM4-PC3X 950bases
NNNGGNAAAGNTAAAAAAGGAAGAACGGACATACAGGAAATGTCCTAGCCGTTCCGACAGCTGAGGCGGTGGGGCTAAAGGACGACTT
GCTGCGTGGCGTGTATGGATACCGTTACCACAAACCCACTGCCGTTCAGAAACGACTTATTGTGCCATTCACTCTGTCCCGTGACCTT
GTGGCGCAGGCGTCTTCCGGATCCGGCAAGACATCGGCCTTTTGGATTTGTCTTCTGCAGGTATGCCGATCATCGCTGCGGGAAACGC
AAGGGCTTGTGCTTAGTCCCACGCGAGAACTGGCGATGCAGACGCAAGATCTCAGCAACAACATTGGGCACCACATGGGTCTCGCCCC
ATACGCCTCTATTGGAGGAAAGAGCGTGCAAGATGACATACCTCGTTTGGAGCGTGGTGTGCATATTGTGTCTGGCACCCCAGGACGC
TTGTTCGAAATGATCACCCGGCGGTCCCTGCGTGAGATTCATCTGAAGAAACTTGATTTGGACGACCGGATGACATGTTTGGCAAAGG
GTACATGGCCCTCATTCGGACCTTCACTGAGTGATTCCGCAGCTGTAAGTATTCTTTGTCTCTCCCACAGTTCCCGGTGGTTGTGCTT
GAACTGACGGACAAGATCAAACCGACCTGCCATATTCTTGCACAGAGGGAAAAACCACCGTAAGATCCCCTTTCGCAATATTGGTTTG
GGGTGGAGGAGGGAAAAAAATCAATCTGAAATTTTTCCCCACCTCTATACCCCCTAATCTTCGCCCATGCCCTTTATTTTTTTGTTAC
ACCCCTAAAACACGTTGATAAACTCGAGGTAAGAGGATCACATCTTGAACACGGTTTTCGTGATTTGCATGGCCTGTTACATGTAGTA
NATCTACCGTTATGACATTTTTCCGAAATTTCGCCGAGGAAAAATCCTAATGCTCATTCCACATACTTAC
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>IGM5-MKLFOMP 950bases
GNNNNNNAAAAGGACAAAAGGCGGGCGGAGAACCCGGCGGAATGCCCCGCAGCAGCGGGAGCTCATGCGGCGGCCATAACCCATGTTA
GGGCCTTGCGGCCCATTGACCCCGTGCGTCCAATGCGATGGCGGTACTGCTCACGTGAAAAGGGGAAATCGTTCTTCCGCAAGGCGTC
GGGGCGCCATCTCATTGGCACGTGACCATAATTCTGGGGAAAGGAGCACTCGGCTTTTTCCCTGACGGATGTGGGGGATAATTTCATC
CCGGTTTGCCGGCGGCATGACGCCATGCCTGCAACGCACGGAAAACTTATCTTTGCCATACTCTGCGTAAACTGTCCAACCTGCTTGC
GGGTGTTCCAAAAAAAAACGGAGCGGGCTAGGGCTAGGGGGTCTTATAGGTGGTGGACTGTTAGTATTTGTGGTTACCATCATCAAAT
GACCATAATAGTGCAAGAGGCACCCTGCAGAAGTTACATCATGCCGAGCAAGAAGAGGGGGGGCTCAGGCAGGAACATTTCCGTGTTA
CAGAAACATCAACAGGAAGCAACAAGAATCGAATTAAACTGTATGTGCTGATCAGCTATAAAAGTCCCGAAAATAACAATGAACCCTT
AGAAAAAACCTAACCGCCCGACTCAATAATTGATAAAAAAGAGTACACACGTCCACCCCCGTTTCTATGTCGCGTTCGTGTGCAGGCG
TGCAGAAGCATTCTGAAAGACTTTCTCAAATAAATATGCCTCTTCATCTCTCATGTCCCTCATATATGTGGTATGCCGCTAAACGCCT
TCGATGAGCGATATAGTTCACTCTTCTTGCGTCTGCCTTGACAGATTATATAAGTATGATAAGTACCAGTAGCTCGTATCGTAGTCAC
ATATGAATCGCACTATCACCNAAGACAAACTCTTATGGCCATACTAGCTCGANCCGTACTATGCTGCCTT

>IGM5-PC3X 950bases
GNGGATATTAGAAAAGAGGAAGAACGAGAATACAGGGATGTCTTAGCTATTCCATGTCTGAGGAGATGGGGCTTACGGAGGAGTAAGT
TGTGGCGGTATGGATACCGTGCCCACAAACCGACGGCCGTTCTGAAACGACTTATAGGGCCATCCACTCTTCCCCGGGACCTTGTGGC
GTAGGCGTCTTCCGGATCCGGCAAGACATCGGCCTATTGGATCTGTCGGCTGTAGGTCTGCCAGACAACGCGGCGGGAAACGCAAGGG
CTTGTGCTCAGCCCCACCCGAGAACTGGCGATGCAGACGCAAGATCTCTGCAACAACATTGGGCACCCATGGGTCTCGCCGCACACTG
CTCTATAGGAGGAAGGAGCGTGCAAGATGATACCCCGTTTTTGGCCCTGGGTCTGCTTATTGTGTCTGGCACCCCAGGACCTGTGTTC
GAAATGTTCAAACGGTGTAACCTGCGTGAGATTCACCTGAACACACTTGATTTGGTCGAAGCGCAGGAGACGCTTGGTAAAGGGTACA
AGGCCCTGATCCCCGACATTCACCGAATGAATCCTTCGCTGTCAAGTAATCTTTGTCTCCTGGACAGTTCCGGTGTATGTCCTTGAAC
TGACGGACAAGTACACGACCGATCTGCGCATATACATGGTAAGAATGCTTCAACCCCCTGTCCATCCCCCCCTCTCNATGTCCCGTTA
GAGTGGAGGAGGGGAAGAAAAAATTTTTAAAATTCTTTCCCAATATCATATATCCCCTCCTCATCGCCGTATGCCGTTTATATTTTTG
ATAAACCCCTAAAACGGCTGCGAAGACTCAGGGTAGAACAGCTCCTTATCCTCTATGTTTTCGCGATATGGTTTGCATTGTTATTTGT
AGTACGTTCTATCCTTATTCACTTTTTTTTCGAAGTTTCGCCAAGGCACAAAATCTAANGGCCCATCTCA

>IGM6-MKLFOMP 950bases
GGNNCNTNNNNGGGNTCGCTACGCTGGCCNGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC
AGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCC
CGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAA
ATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAG
TTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATC
ACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGG
CGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATG
ATCGAAAATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATG
GTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTCACTCCCCAATGGCTCAAGTCGG
TGACGGTGATAATTCACCTTTTAATGAATAATTTTCCGTCACATATTTACCTTTCCCCTCCCCTCCATCGGTTGAATGTCGCCCTTTT
GCCTTCTGGCGACTGGCACACCATAATGAATTTTCCCAGTGTATCGCGACAAAACAACCTTATTCCGCTG

>IGM6-PC3X 950bases
NNNNNTTGGNANAAGACGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGA
GATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGG
GCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAAC
TGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGC
GGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACGACGTTCCGGACTAC
GGTTCTACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGGAGG
GTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTTGATTA
TGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGTGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGAT
TCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCCTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATT
TTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGNTCAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTTCCC
TCCTCCTCACTCGGGCTGATGCCGTCCTCTTTTCTGTCTTTGGCGCCTGGGTAAACTCACTATTGAATTT

>IGM25-MKLFOMP 605bases
CANANNGAAGGGTGGGTAGGCGGGACGNAGTTACGCGGGAACCCTCCCCCATGGACGGAGCTCATGATCGTTGGAGGTTGAGGTTCTC
CCGTCCGAGGATTGAGGCGTGACTTACTGCCATCGTGTTACTTCTAAAACGTTTAGGGCAACCATGTCTACGCAGAGGGTTCCCCATA
ACCCTCAGTCCGGGGCCAAAAACGAAATAGGAGGCACAATCACCGCCTGTATCTCTGACGAATGTTGCCCCGGARAAACCGCGGGTAT
CTGAATGGTTTGACCCGAAAATTGGACCCGATAGAAGCATGCCATGTTATACTATGGGATTTCTGGGTTCTTGCGACCGGTGTTCTAT
TTTTGCATGGTTGTGCAGTCCATCGTTTTTTTTTACTTAAAAATCTGCGTAACTTTACTGGTTCTAGATCGAAACTCAATAGGATTTC
CTGTAGCACGCAGGCAAATTTTTCTTTACACACCTGAAACGAGAAGGGACGGACTAAATTTACGAGGATTAAAAAGTTTTAAAGGGTC
TTTCATTAAAAGTAAATGTGACAAAAAAATGTACTTTTTTCTTTTACTGTCCCCATTTTGTCCTTGAACGGTTGGAC

>IGM25-PC3X 684bases
TTGTGNANTTATGGGCGTAAGAAGGAGTGGCAAGCGGGAAACGCCCGGCCCAGGGGAGCTCATGCGGCGGGGGTTCCGTTACGCGGTC
CTGTTCCCGCTATGGACCCCGTGACTTAATGCATTGCGGTACTGAGAAAACTATAGTGGAATTCAGTCTACACATGACGTTCCGGGAC
ACGCTCCTTCCCGAAACGGCCAGAAACGGGGGGCGGGATCTCTCTCCTGTATCCCTGACGAATGTGGCAGCGAAAAACCCGCGGGATT
GAGGCGGCCTGACCCGAGAACGAGCCCCGGAGTAAACTCCTCTTCCCCTCACCTCTGCGCATTTCTGTTCAACTTGCCCCCCCAACCT
TTCTATTAAAAAATTATAAGTGATTACACCACACCCCGGCCTTTTTACCTCCGCAGTCTGCTTTATTTTTTCGTGAAACCCCGATAAA
CACATATGTTCGCATTTATTTTTCTTGATTGTATGTCACGCCCTACCGATATCTAATTTAATCTTGGGAGCGAAATCTTGGGANATAT
GAGATACTAAGCCGCACAGCGCAACTTACTCTCTTTGTGTTACGTCGGCTATTATTCAAGAAGAGTCATATATAATATCACGCCGCAA
TCAACAATTACTGCCTTGACANNAGCTAAACAGTTATCAACAACAATAGATTCCATAGGCGTCATCAT
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ANEXO F — Especificagdes do anticorpo monoclonal anti-HTLV

Antibodies and Antigens Fitzgerald Industries Interational, Inc.
are in Our Blood. 34 Junction Square Drive
o Concord MA 01742-3049 USA
Fltz erald Tel: 978.371.6446
g Fax: 978.371.2266
www fitzgerald-fil.com
E-mail: antibodies@fitzgerald-fii.com
Monoclonal Antibody Data Sheet

Pr t: tax (HTLV-I)
L] i
= i
EE Catalog #: 10-810001 is
ii New Catalog #: 10-810001 Host:  mouse EE
] 1]
= Immunogen: purified, full length tax (HTLV-I) i
] 1]
= Clone #: 810001 H
] (1]
W Subclass: lgG1 i
i H
= -
EE Concentration: 100ug per vial Affinity Constant: N/A [
o i
= Cross Reactivity: Reacts with recombinant tax (HTLV-1) in Western Blot. i
- Not epitope mapped i
0
] 1]
H i
H H
i i
[} H
H H
= -
= Form: Supplied lyophilized in PBS buffer, =90% pure by SDS-PAGE analysis, with no i
[ | preservatives added, reconstitute in sterile distilled water. Nottested for sterility or &8
= endotoxin content. i
] (1]
= i
ii Storage: 4°C while lyophilized, once reconstituted, aliquot and store at -70°C EE
= =
H i
i H
| i
- Additional Remarks: Applications:Western Blot ]
EE If antibody concentration is 1mg/ml, suggested starting dilutions: i
] Western Blot- 1:500 to 1:1000 =
[} H
H &=
H i
i H
i is
[ | H
= i
H i
] 1]
- . . =

CAUTION, nat for use in humans or clinical diagnosis: This product is intended for msearch or manufacturing use only. It is phamacsutizally unrefinad, and verification

of its suitabilty for use in humans or as clinical diagnostic reagents and the compliance with all Federal and State laws regulating such applications are the responsibility

of the purchaser. Ther is no expressed or implied warranty. Mo liability is assumed for fitness of purpose and memchantability, or direct or consequential damages. The

user assumes all esponsibility for care, custody and contral of the material, including its disposal, in accordance with all regulations.

FM 4.15-5
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ANEXO G — Especificagbes do anticorpo monoclonal anti-T. pallidum

Antibodies and Antigens Fitzgerald Industries International, Inc.
are in Our Blood. 34 Junction Square Drive
Concord MA 01742-3049 USA

Fitzgerald Fo o 3718

www fitzgerald-fii.com
E-mail: antibodies@fitzgerald-fii. com

Monoclonal Antibody Data Sheet

Pr i: Treponema pallidum
I |
-
EE Catalog #: RDI-TRK3T11-TR33
ii New Catalog #: 10R-T135A Host:  mouse
.
EE Immunogen: Formalin inactivated Treponema pallidum Strain N8
i
& Clone #: Tr33
5
I Subclass: IgG,
.
-
EE Concentration: 16.5 mg/ml Affinity Constant: ~1.0x10% LM
]
= Cross Reactivity: This monoclonal is specific to sonicated lysates of treponema pallidum and i
= Treponema reiter i
. 1]
] HH
i i
- i
i i
i H
. i
. 1]
- i
i@ Form: Purified, supplied in PBS buffer containing 0.1% NaN; as the preservative. i
] HH
= H
i i
5 i
ii Storage: 4°C or -20°C for longer storage. EE
= i
i i
- i
§ H
m  Additional Remarks: i
. 1]
= H
i i
| i
. 1]
= i
= H
= i
. i
. 1]
i is
= i
= ) . i

CAUTION, not for use in humans or clinical diagnosis: This product is inlended for research or manufacturing use only. It is phamaceutically unrefined, and verification
of its suitability for use in humans or as clinical diagnostic reagents and the compliance with all Federal and State laws regulating such applications are the respansibility
of the purchaser. There is noexpressed or implied warranty. No liability is assumed for fitness of purpose and merchantability, or direct or consequential damages. The
user assumes all responsibility for care, custody and control of the material, including its disposal, in accordance with all regulations.
FM 4.15-5




ANEXO H - Painel de soros positivos para sifilis

REATIVIDADE DE CADA SORO EM DIFERENTES
DIAGNOSTICO DE SIFILIS
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IMUNOENSAIOS PARA

Painel e resultados fornecidos pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-
Manguinhos / FIOCRUZ)

Amostra

VDRL!?

FTA-ABS?

Serodia TP-PA® | Trepanostika’

4c2
4c3
4c4
4c6
5cl
5¢c2
5¢5
5c6
6c2
6c3
6c4
6c5
7cl
7c3
7c5
7c6
8cl
8c2
8c3
8c6

Reagente (1:16)
Reagente (1:64)
Reagente (1:08)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:16)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:16)
Reagente (1:32)
Reagente (1:32)
Reagente (1:16)
Reagente (1:32)
Reagente (1:08)

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

1: Venereal disease research laboratory: teste ndo treponémico; titulacéo indicada entre parénteses;
2: Fluorescent Treponema Antibody Absorbed: teste treponémico;
3: Teste treponémico do tipo TPHA (Treponema pallidum Hemagglutination Assay);

4: Teste treponémico do tipo ELISA sandwich fabricado pela BIOMERIEUX; emprega como antigeno

uma combinacéo de proteinas recombinantes de T. pallidum.



