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RESUMO

Envenenamento por aranhas do género Loxosceles spp. (loxoscelismo) € um
problema de saude publica no Brasil, com mais de 6.000 casos por ano. O acidente
€ caracterizado por lesdes dermonecroticas e/ou sistémicas que, se nao tratado de
forma correta pode levar a sérios prejuizos inclusive a morte. O tratamento
especifico € baseado na administracdo do soro antiloxoscélico ou antiaracnidico. A
producao do soro foi descrita ha mais de um século e, apesar de eficaz trata-se de
um meétodo laborioso, que apresenta limitagcdes importantes como a necessidade de
altas quantidades de venenos brutos como imundgenos para os cavalos, o emprego
de um grande numero de animais, e seu uso pode implicar em rea¢des adversas,
dada a natureza heterdloga das imunoglobulinas. Atualmente, tem-se estudado o
emprego de fragmentos de anticorpos recombinantes na terapia em diversas areas
da saude humana, inclusive para envenenamento por serpentes e escorpides.
Fragmentos como scFv, diabody, minibody possuem baixa massa molecular, rapida
difusdo no tecido, estabilidade e sao eficazes na neutralizagao, além de produzidos
por diferentes sistemas de expressdo. Nesse trabalho foram produzidos fragmentos
de anticorpos humanizados que tiverem como template o monoclonal murino anti
Loxosceles intermedia, LimAb7. A primeira geragdo de fragmentos produzidos,
scFvshLi7, manteve o perfil de reconhecimento da molécula de origem; porém, néo
foi capaz de neutralizar a atividade hemolitica in vitro do veneno. Tendo em vista
que, a molécula parental liga-se proximo ao sitio ativo e, dessa forma poderia
ocasionar impedimento estérico, foi inserida uma sequéncia que codifica CH3 a fim
de aumentar o tamanho do fragmento. O minibody (scFvish-Cy3Li7) apresentou
resultados mais promissores que o formato de scFv, mas manteve-se instavel e com
baixo rendimento de producgédo. As analises da sequéncia da primeira geragéo por
docking sugeriram um deslocamento na interagdo com o antigeno e, com isso foram
realizadas duas mutagdes reversas dando origem a segunda geragao de
fragmentos, scFvishliTm e scFvshLi7m (diabody). O scFvshLi7m foi capaz de
reconhecer o veneno e neutralizar os efeitos hemoliticos dependente ou ndo do
sistema complemento, mesmo em concentragbes altas da toxina; considerado
entdo, promissor no tratamento de loxoscelismo.

Palavras chave: humanizacao de anticorpos, anticorpos recombinantes, Loxosceles,
envenenamento.



ABSTRACT

Poisoning by Loxosceles spp. spiders (loxoscelism) is a public health problem in
Brazil, with over 6,000 cases per year. The accident is characterized by
dermonecrotic and / or systemic lesions that, if not treated correctly, can lead to
serious damage including death. Specific treatment is based on administration of
antiloxosceles or antiarachnic serum. Serum production has been described for over
a century and, although effective, is a laborious method that has important limitations
such as the need for high amounts of crude poisons as immunogens for horses, the
use of a large number of animals, and their use may lead to adverse reactions given
the heterologous nature of immunoglobulins. Currently, the use of recombinant
antibody fragments in therapy in various areas of human health, including snake and
scorpion poisoning, has been studied. Fragments such as scFv, diabody, minibody
have low molecular mass, fast tissue diffusion, stability and are effective in
neutralizing, and produced by different expression systems. In this work humanized
antibody fragments having the murine monoclonal anti Loxosceles intermedia,
LimAb7 as a template were produced. The first generation of fragments produced,
scFv4shLi7, maintained the recognition profile of the source molecule, but was unable
to counteract the in vitro hemolytic activity of the venom. Since the parent molecule
binds near the active site and could thus cause steric hindrance, a sequence
encoding CH3 was inserted to increase fragment size. The minibody (scFvish-
Cn3Li7) showed more promising results than the scFv format, but remained unstable
and with low yield. First generation sequence analysis by docking suggested a shift
in interaction with the antigen, and two reverse mutations were performed, resulting
in the second generation of fragments, scFvishliim and scFvshLi7m (diabody).
scFvshLi7m was able to recognize the poison and neutralize the hemolytic effects
dependente or not on the complement system, even at high toxin concentrations;
considered promising in the treatment of loxoscelism.

Keywords: humanization of antibodies, recombinant antibodies, Loxosceles,
poisoning.
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1 INTRODUGAO
1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

Acidentes com aranhas estdo entre os maiores problemas de saude publica
no mundo, e, o envenenamento por esses animais ainda € considerado doenca
tropical negligenciada. Dentre as mais de 44.000 espécies de aranhas, as do género
Loxosceles podem levar prejuizo a humanos (LAUSTSEN et al., 2016; DIAS-LOPES
et al., 2018). Loxosceles spp. estdo distribuidas em todo o mundo, com
aproximadamente 130 espécies. No Brasil, Loxosceles intermedia, Loxosceles
gaucho e Loxosceles laeta sdo uma preocupagao medica particular, pois entre 2007
a 2016 foram registrados mais de 80 mil casos, sendo 90% notificados no estado do
Parana. Dentre todos os componentes do veneno das numerosas espécies de
Loxosceles, a Fosfolipases D (30-35 KDa) é a principal responsavel pelos efeitos
deletérios. O loxoscelismo é resultado do envenenamento por Loxoceles spp., que
pode apresentar sintomas cutaneos (eritema, edema, dermonecrose) ou cutaneo-
viscerais (hemodlise, insuficiéncia renal, coagulopatia). O tratamento especifico
disponivel é a soroterapia (produzida no Brasil, Peru e México), mas em alguns
casos o corticoide pode ser administrado. Nos paises onde ndao ha o soro, o
antibidtico dapsona é comumente prescrito; embora ndo haja consenso sobre a
eficacia dessa terapia inespecifica (OLAFSEN et al., 2004)

Existem, no mercado mundial, 10 soros utilizados para tratamento de
acidentes por aranhas, sendo todos produzidos a partir da hiperimunizagao de
equinos, segundo recomendag¢des da Organizagdo Mundial da Saude (OMS).
Embora, esses soros sejam efetivos, sua produgao leva ao prejuizo dos animais,
além de conter moléculas heterélogas que podem causar efeitos adversos, pois
apenas uma pequena porcentagem (menos de 5%) corresponde a anticorpos
capazes de neutralizar as toxinas do veneno (ALVARENGA et al., 2014; LAUSTSEN
et al.,, 2018). A produgdo do soro antiloxoscélico € laboriosa, necessitando da
captura de uma grande quantidade de aranha para obtencdo do veneno e
imunizagao do cavalo (DUARTE et al., 2015).

Consequentemente, essas moléculas heterdlogas podem induzir reagdes
anafilaticas mediadas por IgE ou mais comumente por meio de ativagdo do

complemento (LAUSTSEN et al.,, 2016, 2018). Levando em consideragdo as
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desvantagens da administracdo do soro, o alto custo de produgao - variando de
acordo com o sistema imunolégico do animal - e a dificuldade em obter o antigeno, é
necessario o desenvolvimento inovador de novas terapias. Pesquisas tém sido
propostas para imunizagdo com epitopos sintéticos e toxinas recombinantes,
eliminando a necessidade de usar animais para obter seus venenos. No entanto,
essas novas propostas de imunizagdo ainda implicam no emprego de moléculas
heter6logas. Para diminuir a imunogenicidade e facilitar a producdo foram
desenvolvidos anticorpos e fragmentos recombinantes compativeis com os sistemas
imunolégicos humanos, proporcionando uma terapia mais segura, eficaz e otimizada
(LAUSTSEN et al., 2018).

Uma vez que alguns venenos podem ter componentes com efeitos deletérios
distintos ou apresentar um sinergismo entre as diferentes toxinas, acredita-se que
uma producado de anticorpos recombinantes a base de mistura apresente maior
eficacia. Numerosos formatos de anticorpos podem ser desenvolvidos e ainda nao
existe um modelo ideal para o tratamento de envenenamentos, mas os estudos
atuais sugerem o emprego de anticorpos recombinante como alternativa as terapias
classicas (DUARTE et al., 2015, LAUSTEN et al., 2016, 2018).

O anticorpo  monoclonal LimAb7, previamente produzido, apresenta
capacidade de reconhecer e neutralizar os efeitos toxicos de Loxosceles intermedia,
conforme demonstrado in vivo (ALVARENGA et al., 2003). A partir da clonagem, é
possivel construir fragmentos de anticorpos com propriedades farmacocinéticas e
meia-vida otimizada. O tamanho reduzido do fragmento aumenta a taxa de difuséo,
a penetrabilidade do tecido e a biodistribuicdo enquanto diminui a imunogenicidade.
Uma vez que as toxinas sao rapidamente absorvidas e distribuidas, essas moléculas
recombinantes menores tém um grande potencial para efeitos de neutralizagao.
Além disso, a eficacia do fragmento pode ser aumentada através da constru¢do de
diferentes formatos, biespecificos ou com mutacdes pontuais visando aumento da
estabilidade e a afinidade das moléculas contra o alvo (LAUSTSEN et al., 2016,
2018).

Os fragmentos de anticorpos sao geralmente formados por cadeias variaveis
leves e pesadas representados pelos Fabs (fragmentos de anticorpos) e scFvs
(fragmento variavel de cadeia unica). Quando essas moléculas n&o sdo homdlogas
as humanas, elas podem se tornar imunogénicas e formar agregados pela perda da

porcao constante (Fc). Portanto, existe uma apreensédo em injetar esses fragmentos
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nos seres humanos, criando uma barreira ao seu uso. Para superar essa
preocupacgao, estratégias foram desenvolvidas pelo grupo para tornar esses
fragmentos mais compativeis com seres humanos (humanizagao de anticorpos), no
entanto faz-se necessario compreender as caracteristicas das regides variaveis do
anticorpo (AHMADZADEH et al., 2014, LAUSTEN et al.,, 2018, AUBREY et al.,
2019).

O processo de humanizagao neste trabalho foi baseado no transplante da
regiao determinante da complementariedade (grafting CDR) de um anticorpo murino
em uma sequencia codificadora de um scFv humano, na qual a regido de framework
permanece humana com algumas mudangas em residuos de aminoacidos, mas as
regides determinantes para especificidade do anticorpo (CDRs) sdo de origem
murina e dirigidas para fosfolipases presentes no veneno de Loxosceles intermedia.
Para manutengdo da estrutura candbnica original, alguns residuos chaves foram
preservados. Apos anadlise da sequéncia, utilizando ferramenta do IMGT® (the
international ImMunoGeneTics information system®, http://www.imgt.org) e do
modelo 3D, foi realizada mutagédo reversa em alguns residuos proximos as CDRs
(HONEGGER et al., 2009; MUZARD et al., 2009; LEGER et al., 2011; SAFDARI et
al., 2013), seguindo as recomendacgdes obtidas pelos resultados de Xu et al. (2018).
Essa estratégia foi considerada um processo de humanizagao eficaz em outros
trabalhos (MIETHE et al., 2016; LEBOZEC et al., 2017).

Fragmentos no formato scFv e diabody sao tipicamente expressos em
Escherichia coli. Além disso, para aumentar o rendimento, € inserido um peptideo
sinal que direciona a molécula para o ambiente oxidativo do periplasma, contribuindo
para a formagao de pontes de sulfeto (FIELDS et al., 2013; LAUSTSEN et al., 2018;
LEBOZEC et al., 2018).

Neste trabalho, uma estratégia de humanizagcédo do anticorpo recombinante
LimAb7 foi realizada para obter scFv e fragmentos de anticorpos do tipo diabody.
Eles foram expressos em procariotos, mantiveram o mesmo perfil de
reconhecimento da molécula parental, apresentaram potencial neutralizante e maior
proximidade de uma molécula homdloga. As inovagdes tecnoldgicas acerca desse
tema contribuem para produgdo de antivenenos mais efetivos e seguros, além de

serem mais sustentaveis, pois independem de veneno e animais para a produgao.



19

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Desenhar, produzir e avaliar caracteristicas estruturais e funcionais de

fragmentos de anticorpos recombinantes humanizados contra toxinas loxoscélicas.

1.2.2 Objetivos Especificos

Realizar estudos in silica para o design do gene codificador das regides
variaveis de cadeia leve (VL) e pesada (VH) humanizadas de fragmentos de
anticorpos em diferentes formatos;

o Utilizar sistema procarioto para produzir os fragmentos de anticorpos
recombinantes;

o Avaliar caracteristicas estruturais, imunoquimicas dos fragmentos;

. Avaliar a neutralizagéo in vitro dos diferentes fragmentos de anticorpos frente a

atividade hemolitica do veneno de Loxosceles intermedia.

1.3 JUSTIFICATIVA

Em um estudo realizado por Alvarenga et al. (2003) foram produzidos 13
anticorpos monoclonais contra o veneno de Loxosceles intermedia, dos quais, 12
reconheceram o veneno ou a fragdo dermonecrética (DNF) quando testados por
ELISA e Western Blot, reagindo com proteinas de 32 a 35 kDa. Essa massa
molecular de proteinas corresponde a familia Loxtox e a proteinas com atividade
fosfolipidica do veneno, as quais sao consideradas como as principais indutoras da
acao necroética e hemolitica. Dentre os anticorpos obtidos, o anticorpo monoclonal
LimAb7 mostrou uma alta reatividade contra essas proteinas, levando a uma
neutralizagao total do efeito necrético in vivo. Desse modo, este anticorpo serviu
como prototipo para produgdo de um biosensor ligado a fosfatase alcalina
(JIACOMINI et al, 2016) com capacidade de detectar e quantificar veneno de L.
intermedia; e também de um fragmento de anticorpo no formato de diabody que
apresenta potencial protetor aos efeitos téxicos do mesmo veneno (KARIM-SILVA et
al, 2016). No entanto, este ultimo permanece de inteira composi¢gdo murina, e seu

emprego para tratamento humano ainda poderia apresentar riscos.



20

Desta maneira surgiu a proposta da presente tese em obter uma molécula
humanizada, a partir do fragmento variavel de cadeia unica murina denominado
scFvisLimAb7, com substituicdo de algumas sequéncias murinas por humanas,
respeitando homologias estruturais e caracteristicas intrinsecas ao sitio de interagao
ao antigeno.

O fragmento de anticorpo recombinante é uma molécula estavel,
completamente funcional e bivalente, possui alta taxa de difusdo, com nivel de
atividade entre 10 minutos e 6 horas. Tendo em vista o potencial do LimAb7 e seus
fragmentos recombinantes de origem murina ja caracterizados pelo nosso grupo
torna-se relevante o desenvolvimento desse projeto em otimizar a construgdo e
producédo de fragmentos humanizados como alternativa para o tratamento do

loxocelismo.



21

2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Existem mais de 45 mil espécies de aranhas venenosas em todo o mundo.
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), quatro géneros de aranhas
podem causar envenenamento no ser humano: Latrodectus spp . (viuva negra),
Loxosceles spp. (aranha marrom/reclusa), Atrax e Hadronyche spp. (aranha teia de
funil) e Phoneutria spp. (armadeira). No Brasil ndo foram reportados acidentes com
Atrax e Hadronyche spp. (CHAGAS et al., 2010; LISE, GARCIA, 2007; LOVRECEK e
TOMIC, 2011; WORLD SPIDER CATALOG, 2018).

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Sicariidae, ordem
Araneida, classe Arachnida e filo Arthropoda. Essas aranhas possuem ampla
distribuicdo geografica sendo descritas aproximadamente 130 espécies em diversas
partes do mundo. Dentre as espécies de Loxosceles comumente citadas pela
capacidade de gerar o efeito dermonecrético ou por sua grande distribuicdo e
contato com ambientes humanos, sdo bem conhecidas: L. laeta (LI) (Chile; Peru;
Brasil, principalmente em Santa Catarina), L. gaucho (Lg) (Brasil, principalmente Séao
Paulo), L. reclusa (Lr) (estados centrais e sul dos Estados Unidos da América), L.
deserta (Ld) (Estados Unidos da América e México), L. rufescens (Espanha), L.
hirsuta (Lh) (Brasil) e L. intermedia (Li) (Brasil, principalmente no Parana). Cada
espécie tem caracteristicas e distribuicbes préprias, no entanto, &€ importante
ressaltar que dentre as 14 espécies prevalentes no Brasil e no estado do Parana, L.
intermedia (MELLO-LEITAO, 1934) é a mais abundante (MARQUES-DA-DILVA e
FISCHER, 2005; FELICORI et al., 2009; RIVERA et al., 2015; FUKUSHIMA et al,
2017).

Desde 2001, o Brasil vem apresentando um aumento no niumero de casos e,
isto pode estar associado ao desequilibrio ecoldgico associado ao desflorestamento,
extingdo de predadores naturais, mudancga climatica, praticas de manejo de pragas,
o qual resulta na adaptacdo da aranha ao ambiente urbano. Acredita-se que a
dispersdo dessas aranhas foi altamente facilitada pela sua proliferacdo em
madeiras, tijolos, telhas e dessa forma, serem transportadas para outras areas
geograficas (ANDRADE e TAMBOURGI, 2003; GREMSKI et al., 2014).
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Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), foram registrados
no Brasil, no periodo de 2007 a 2016, 260.600 casos de acidentes por aranhas,
sendo que 31% (n=80.076) dos acidentes foram causados por aranhas do género
Loxosceles. A regiao Sul registrou aproximadamente 90% (n=71.537) dos acidentes
causados por Loxosceles, a maior incidéncia em todo o pais. O Parana registrou
mais de 47.500 casos (66%), sendo o estado com maior numero de notificagcdes da
regiao Sul. Dentre as ocorréncias no Parana, cerca de 40% (n=19.000) ocorreram na

capital, Curitiba (TABELA 1).

TABELA 1: NOTIFICACOES DE ACIDENTES POR ARANHAS NO BRASIL NO PERIODO ENTRE
2007 A 2016.

Género Norte Nordeste Fg:;:g Sudeste Sul Total Frequéncia
Ignorado/Branco 3.386 6.615 2.848 31.887 31.204 75.940 29%
Phoneutria 897 510 497 12.461 23.970 38.335 15%
Loxosceles 871 1.044 622 6.002 71.537 80.076 31%
Latrodectus 80 357 53 435 186 1.111 0%
Outras espécies 1.594 2.053 999 15.902 44.590 65.138 25%
Total 6.828 10.579 5.019 66.687 171.487 260.600 100%
Frequéncia 2% 4% 2% 26% 66% 100%

FONTE: adaptado de MINISTERIO DA SAUDE/SVS-SINAN (BRASIL, 2018)

2.2 ARANHAS DO GENERO Loxosceles
2.2.1 Caracteristicas gerais

O nome Loxosceles significa “pernas inclinadas”, e refere-se a maneira
como a aranha posiciona suas pernas em relagcao ao resto do corpo. Essas aranhas
variam de 1-5 cm de comprimento, possuem evidente dimorfismo sexual, sendo a
fémea maior que o macho. Possuem uma coloragdo castanha, sendo popularmente
denominada “aranha marrom” e, no cefalotérax ha uma imagem que se assemelha a
um violino. Apresentam seis olhos dispostos em pares que n&o se tocam e ficam em
forma de U padrdao (FIGURA 1). Este posicionamento do olho tem sido descrito
como critério para identificar as aranhas-marrons. Podem viver por meses sem
alimentos ou agua e resistir a variagdo de temperatura entre 8-43 ‘C. As fémeas
possuem longevidade de 11761478 dias e os machos de 557187 dias (L.
intermedia). Elas constroem teias irregulares que se assemelham a algodao.
Alimentam-se de baratas, grilos, mas preferem presas mortas (TAMBOURGI et al.,
2010; MARTINS et al., 2011; GREMSKI et al., 2014).
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FIGURA 1: CARACTERISTICAS DA Loxosceles intermedia.

FONTE: adaptado de GREMSKI et al, 2014 (A); adaptado de VETTER et al., 2008 (B), adaptado de
TAMBOURGI et al, 2010 (C e D).
LEGENDA: sinal em formato de violino na regido dorsal do cefalotérax (A), disposicéo dos olhos em
pares no formato de U (B), fémea (C) e macho (D).

2.2.2 Composic¢ao do veneno

A quantidade de veneno produzido contém aproximadamente 20-200 ug de
proteina total e, depende do sexo, idade, espécie, estado nutricional e tamanho da
aranha (revisado por GREMSKI et al., 2014).

O veneno possui uma mistura complexa de toxinas com moléculas
altamente expressas como as fosfolipases D, astacinas (metaloproteinases) e
peptideos inseticidas de baixa massa molecular, como também toxinas com baixo
nivel de expressdo como hialuronidase, serino protease, inibidores de serino
protease, alergenos e membros da familia Tumor Translacionalmente Controlado
(TCTP) (FIGURA 2) (FELICORI et al., 2009; GREMSKI et al., 2014).

FIGURA 2: ANALISE DOS COMPONENTES DO VENENO DE Loxosceles spp..

TCTP kpa M Li L L.
m;";‘:“'“ 0.4%  Venom allergen 200~
iy 150 serino proteases
Neurotoxin - Magi 3 Hyaluronidase 120-
2.4% 0.1% 100 -
LiTx4 Serine protease inhibitor 85 -
LiTx1 3.8% 0.1%

LiTx3 70-

60—

50— ]- metaloproteases

}fosfolipases

]»ICKs

Phospholipase-D
20.2%

Astacin-like
metalloprotease
22.6%

FONTE: adaptado de RAMADA et al., 2012 e GREMSKI et al., 2014
LEGENDA: Proporgao relativa de cada grupo de toxinas em relagao ao total de transcritos codificados
da glandula de veneno (esquerda) Gel de poliacrilamida 12,5% corado por prata, contendo 2 ug de
proteinas provenientes do veneno de L.intermedia, L. gaucho e L. laeta (direita). M: marcador
molecular.
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As fosfolipases D (PLD), com massa de 30-35 kDa, foram identificadas como
principais componentes ativos do veneno de Loxosceles. As PLDs séo soluveis em
agua e tampdes fisiologicos e catalisam a hidrolise de fosfolipidios como a
esfingomielina na ligagdo fosfodiéster liberando colina e produzindo ceramida 1-
fosfato (C1P). C1P estimula proliferagédo celular, inibe apoptose, induz migragéo
celular e promove inflamagdo. PLD também pode atuar na hidrolizacdo da
lisofosfatidilcolina (LPC) dependente de Mg*? para aumentar o acido lisofosfatidico
(LPA). LPA pode induzir agregacado plaquetaria, secre¢do de citocinas e
quimiocinas, hiperpermeabilidade endotelial, quimiotaxia, inflamagao, angiogénese e
progressao do tumores. Sabe-se que LPC e LPA contribuem para a patogénese da
PLDs. No inicio acreditava-se que as fosfolipases clivavam apenas esfingomielina,
por isso denominado esfingomielinase; porém outros grupos sao clivados como
glicerofosfolipidios e lisofosfolipidios. Desse modo, alguns autores acreditam que o
termo fosfolipase D (PLD) € o mais apropriado (GREMSKI et al., 2014; RIVERA et
al., 2015).

A PLD possui diferentes isoformas conforme cada espécie, entretanto,
alguns aminoacidos séo conservados e participam do sitio catalitico como: His12,
Glu32, Asp34, Asp91, His47, Asp 52, Trp 230, Asp233, Asn252. A PLD possui 8
folhas beta e 8 alfa hélice (a/B)s em formato de barril e o loop é estabilizado por
pontes de dissulfeto, com sitio catalitico na interface mediado por ligagdo de ions
metalicos e dois residuos de histidina envolvidos na estabilizacdo e hidrdlise da
esfingomielina e fosfolipideos (LP).O ion Mg?* é essencial para catalise e este sitio
também é conservado. Acredita-se que além das isoformas, pontes dissulfeto
adicionais conforme cada espécie pode acarretar em variagbes nas afinidades ou
atividades enzimaticas, o que explica a diferenca dos sintomas clinicos, severidade
observada no local da picada, como também os efeitos sistémicos apresentados
apos o envenenamento por diferentes espécies do género Loxosceles (FIGURA 3)
(MURAKAMI et al., 2005; TAMBOURGI et al., 2010; GREMSKI et al., 2014).
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FIGURA 3: FOSFOLIPASE D

FONTE: adaptado de GREMSKI et al., 2014
LEGENDA: representagao da estrutura da toxina de L. laeta (esquerda). Topologia estrutural da
fosfolipase D mostrando as folhas beta e alfa hélice que irdo formar a proteina em formato de barril
(direita).

Tratando-se dos demais componentes do veneno, as astacinas sao
metaloproteases dependentes de zinco. Em L. intermedia foram identificadas
Loxolisin A que degrada fibronectina e fibrinogénio e Loxolisin B com atividade
genolitica. As toxinas Inibidor da Cistina Knot (ICK) atuam em canais iénicos, como
sodio, calcio e potassio. As TCTP liberam histaminas e a partir da sua recombinante
foram demonstrados edema e aumento da permeabilidade vascular. Hialuronidase
degrada acido hialurénico (HA), que é um componente da matriz extracelular (MEC).
Dessa forma, o veneno age na matriz e aumenta a difusdo de outras toxinas no local
da inoculacéao, contribuindo para o espalhamento do veneno. No envenenamento, a
presenca de edema, eritema e necrose € comum, o qual indica disturbio na MEC.
Apresentam ainda, serino proteases que atuam como zimogénio ativado pela
tripsina. Acredita-se que essas enzimas ativem o complemento e est&do relacionadas
com coagulacdo sanguinea e fibrindlise. Os inibidores de serino protease
presentes no veneno possuem fungado de protecdo para suas proprias proteinas.
Apesar de o veneno possuir alergenos, estes sao pouco relatados nos acidentes
loxoscélicos (revisado por GREMSKI et al., 2014).

Ainda se tem muito que descobrir sobre o veneno e sua agao tdxica, por isso
alguns autores vém usando tecnologias de DNA recombinante para esclarecer o
papel das mesmas. Kalapothakis et al. (2002) identificou e caracterizou a LiD1, uma
proteina expressa na glandula do veneno de L. intermedia, pertencente a familia de
proteinas com atividade dermonecrética. Em 2006, Felicori et al., produziram a
proteina recombinante (rLiD1) com intuito de conhecer os residuos que participam

do sitio ativo da toxina e, com isso encontrar regides antigénicas que poderiam
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servir como epitopos para inducdo de anticorpos recombinantes. A mutacao sitio
dirigida, LiRecDT1H12A (KUSMA et al., 2008), da proteina recombinante LiRecDT1
(CHAIM et al., 2006), foi de grande importancia, pois permitiu a elucidagéo do papel
deste aminoacido na atividade catalitica da toxina, no entanto outros sitios tém se

mostrado relevante no papel dessa enzima (VUITIKA et al., 2016 ).

2.2.3 Efeitos biolégicos do veneno

Os efeitos bioldgicos do veneno de Loxosceles sdo avaliados através de
ensaios in vivo, utilizando coelhos, ratos e camundongos, e in vitro, com 0 emprego
de eritrécitos e plasma humanos. Gremski et al. (2014) em sua revisao de literatura,
cita que alguns autores notaram que coelhos expostos ao veneno apresentam
edema inicial sobre a derme, aumento da permeabilidade vascular, deposi¢cao da
rede de fibrina, trombose de vasos sanguineos, degeneragao da parede dos vasos
bem como infiltracdo e agregacdo de células inflamatérias, principalmente
neutrofilos. Em tempos de exposi¢ao mais longos pode acontecer mionecrose de
miofibrilas, infiltracdo leucocitaria no musculo esquelético e, finalmente destruicdo da
integridade da epiderme, hemorragia massiva observando necrose de colageno em
torno da epiderme. Chaves-Moreira e colaboradores (2017) relatam que, nos
estudos de Babcock et al (1981) e Bascur et al (1982), foi observado que o veneno
causa necrose, hemolise em eritrocitos humanos, diminuicdo do tempo de
coagulagdo em plasma humano, alteracbes no tempo de tromboplastina e
protrombina, além de alteracbes na contagem de plaquetas e degradagédo de
fibrinogénio-fibrina. Também foi relatado por Dias-Lopes et al (2010) e Lucato et al
(2011) que as toxinas do veneno podem levar a lesdo renal aguda em ratos e que
esta lesdo é independente das lesdes dermonecréticas.

Experimentos com células endoteliais de veia umbilical (HUVEC) apontam
que o veneno estimula expressdo de E-selectina de células endoteliais e secregao
de IL-8 por macréfagos (PATEL et al., 1994 apud GREMSKI et al., 2014). A partir de
culturas de fibroblastos expostos a PLD recombinante observou-se desregulagao de
IL6, IL8, CXCL1, CXCL2 que sao importantes ativadores inflamatérios. Os autores
postulam que junto com o endotélio, os fibroblastos na derme também medeiam a
desregulagéo e ativacao dos leucdcitos envolvidos na dermonecrose (DRAGULEYV et
al., 2007 apud GREMSKI et al., 2014). A ligagao direta do veneno na superficie de
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células endoteliais também foi reportada levando a alteracdo na adesao celular,
seguida da retragao e descolamento dessas células, resultando em apoptose. Assim
como, a internalizacao das toxinas envolvendo vesiculas endociticas que levam ao
lisossomo e culmina em morte por apoptose (PALUDO et al., 2006; NOWATZKI et
al., 2010 apud GREMSKI et al., 2014).

Com relacao ao loxoscelismo cutaneo, foi observado que o veneno induz o
aumento na expressdao e secrecao de metaloproteinases de matriz por
queratinécitos humanos, as quais estdo relacionadas a morte celular e,
presumidamente, & dermonecrose (CORREA et al, 2016). J& a inoculacdo de
veneno em camundongos levou a liberagdo de mediadores inflamatérios, como
prostaglandinas, interleucinas, proteina atraente de mondcito e de queratindcito,
além de migragdo leucocitaria e edema no local de inoculacdo do veneno.
(BARBARO et al, 2010).

Referente a acdo do veneno sobre os eritrocitos, acredita-se que a hemolise
esta associada com mecanismo distinto, seja por efeito direto (CHAVES-MOREIRA,
2009; KARIM-SILVA et al., 2016; VUITIKA et al., 2016) ou dependente de
complemento (TAMBOURGI, 2000; VAN DEN BERG et al., 2018). Tambourgi e
colaboradores em 2000 descrevem que a incubacido de eritrocitos humanos com
veneno de Loxosceles intermedia resulta na clivagem de glicoforinas presentes na
superficie dos eritrécitos, facilitando a ativagdo do complemento e a ocorréncia de
hemodlise. Foi observado que a atividade das fosfolipases induziu a ativacdo de
metaloproteases enddgenas, as quais clivam glicoforinas. Também foi verificado que
a hemolise dependente do complemento € transferida de célula a célula, justificando

extensa hemdlise causada pelo envenenamento por Loxosceles.

2.3 ACIDENTES CAUSADOS POR ARANHAS LOXOSCELES

2.3.1 Loxoscelismo

As aranhas do género Loxosceles podem ser encontradas peridomiciliar e
intradomiciliarmente em brechas, fendas e orificios de casas, procurando abrigo em
caixas, cantos de armarios e gavetas, dentro de roupas, toalhas e roupas de cama.
Possuem habitos noturnos, ndo sendo agressivas, desde que nao se sintam

ameagadas. O acidente, denominado loxoscelismo, ocorre quando a aranha é
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pressionada contra o corpo da vitima, dessa forma os locais mais atingidos sao
tronco, coxas e bragos (MARQUES-DA-SILVA, FISCHER 2005; RIBEIRO et al.
2007; OKAMOTO et al., 2012).

A gravidade do acidente pode ser influenciada por fatores que envolvem a
aranha (estagio de desenvolvimento, sexo, quantidade de veneno injetado, espécie)
e/ou o paciente (local de envenenamento, tecido adiposo e extremidades sdo mais
sensiveis; idade e constituigdo genética) (MACHADO et al., 2005; TAMBOURGI et
al., 2000, 2010). A maioria dos envenenamentos com sintomas é causada por
aranhas fémeas, devido a quantidade de veneno liberado ser maior do que a do
macho. A aranha injeta ndo mais que 30 ug de proteina, apesar de ja ter sido
reportado a liberagao de até 200 pg (CHAGAS et al., 2010; GREMSKI et al., 2014).

O envenenamento por Loxosceles spp. divide-se em quadro clinico
cutaneo/dermonecrotico e quadro cutaneo-visceral/sistémico (hemolitico). O quadro
cutaneo, que corresponde a 87 — 98% dos casos é caracterizado inicialmente entre
2 a 8 horas por dor, queimagao e formagao de uma regido edemaciada associada a
eritema. Esses sintomas acentuam-se nas primeiras 24 a 72 horas apds o acidente,
podendo levar a trés tipos de lesdo: incaracteristica (bolha serosa, edema, calor e
rubor, com ou sem dor e queimagao); sugestiva (enduragéo, bolha, equimose e dor
tipo queimacgao); caracteristica (dor em queimacao, lesdes hemorragicas focais,
mescladas com areas palidas de isquemia, denominando placa marmoérea e, evoluir
para necrose). A Ulcera causada pelo loxoscelismo requer meses até cicatrizagao
(Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.) (TAMBOURGI et al., 2000; BRASIL,

2001, 2009; RIBEIRO et al., 2007; PINTO et al., 2009).
FIGURA 4. LOXOSCELISMQ

FONTE: a AUTORA, 2019.
LEGENDA: evolugao da leséo caracteristica causada pela picada da aranha Loxosceles em regidao de
coxa esquerda de uma crianga de 3 anos e 5 meses.
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O quadro clinico cutaneo-visceral ou sistémico ocorre com menor frequéncia
(1-13%) nos casos de envenenamento por Loxosceles spp., sendo que a espécie
comumente envolvida € a L. laeta (CABRERIZO et al., 2009; RIBEIRO, 2007). Nas
primeiras 24 horas apos a picada podem surgir sintomas como: astenia, febre,
émese, cefaléia, alteragdes sensoriais, insénia e coma. Manifestacbes de maior
gravidade incluem alteragdes no quadro hematolégico caracterizadas por anemia,
ictericia, hemoglobinuria, neutropenia, agregacao plaquetaria e, consequentemente,
trombocitopenia, além de coagulagdo intravascular disseminada (BRASIL, 2001,
2009; RIBEIRO et al., 2007; PINTO et al., 2009). Manifestagdes sistémicas
envolvendo alteragbes renais podem acarretar Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)
(hemoglobinuria e hematuria) e até mesmo obstrugdo do lumen tubular (IRA
oligurica ou ndo oligurica). Sintomas como febre, nauseas, vémito e convulsdes tém
sido reportados, sugerindo atuagéo do veneno no sistema nervoso central (BRASIL,
2001, 2009; RIBEIRO et al., 2007; PINTO et al., 2009).

2.3.2 Diagndstico

Apesar de alguns resultados laboratoriais sugerirem os efeitos sistémicos do
loxoscelismo, ainda nao existe nenhum diagnéstico especifico para o loxoscelismo,
portanto este se baseia em trés aspectos (CABRERIZO et al., 2009; GREMSKI et
al., 2014):

e Lesdo compativel: depende dos estagios da lesédo, tempo do acidente e
localizagao da picada.

e Epidemiologia: corresponde a caracteristicas proprias do género Loxosceles,
como seu habitat.

¢ Identificagcdo do aracnideo: captura da aranha, o que é dificultoso, pois sua
picada € indolor.

Alguns autores tém trabalhado com intuito de desenvolver testes capazes de
detectar veneno no local da picada (KRYWKO e GOMEZ, 2002; McGLASSON et al.,
2009; WASSERMAN et al., 2009) e em amostras de sangue humano contendo
veneno loxoscélicos (GOMEZ et al., 2002; JIACOMINI et al., 2016). Contudo, apesar
de existirem diferentes ensaios in vitro capazes de identificar e quantificar veneno de
Loxosceles spp., nenhum deles encontra-se disponivel para uso, pois alguns

precisam ser melhorados no que diz respeito a sensibilidade e deteccdo de um
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numero maior de espécies de aranhas causadoras do loxoscelismo (DIAS-LOPES
et al., 2018).

2.3.3 Tratamento

Nao existe nenhum consenso para o tratamento do loxoscelismo e diferentes
terapias sao propostas de acordo cada pais. No Chile, apesar dos corticdides nao
inativarem o veneno, quase todos os pacientes recebem esse medicamento
associado com anti-histaminicos, e apenas 3,5% recebem soro. No México é
prescrito dapsona (usada para tratamento de hanseniase) para todos os pacientes.
Essa droga € recomendada por limitar a migracao e infiltracdo de neutréfilos no local
da picada, porém, seus efeitos sdo severos e devem ser administrados sobre
supervisdo. Os EUA, diferente de outros paises, utilizam antibidtico para tratar as
lesdes com intuito de prevenir infeccdo (PAULI et al., 2006; GREMSKI et al., 2014).

Contudo, a terapia especifica mais utilizada € o uso de antiveneno contra
Loxosceles spp., os quais estao disponiveis no Brasil, México, Argentina (antiveneno
derivado de cavalo (Fab’),) e Peru (antiveneno IgG total). Os antivenenos tém sido
produzidos no Brasil desde a década de 60 por Furlanetto (1961). Atualmente, o
Ministério da Saude disponibiliza dois antivenenos: soro antiloxoscélico, SALoOX,
(anticorpos contra os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta), produzido pelo
Centro de Produgao e Pesquisa de Imunobioldgicos do Estado do Parana (CPPI) e;
soro antiaracnideo, SAAr, produzido pelo Instituto Butantan, Sdo Paulo (contra
venenos de Loxosceles gaucho, Phoneutria nigriventer, Tityus serrulatu e Tityus
bahiensis). Existem também, dois outros produtores comerciais de antivenenos
Loxosceles: o Instituto Nacional de Saude, em Lima/Peru (produzido a partir do
veneno de L. laeta); e o Instituto Bioclon, no México (PAULI et al., 2006; BRASIL,
2009; GREMSKI et al., 2014; DUARTE et a., 2015).

O tratamento proposto pelo Ministério da Saude para o loxoscelismo é
realizado de acordo com a seguinte classificagao: leve (lesdo incaracteristica, sem
alteracdes laboratoriais), moderado (lesdo sugestiva ou caracteristica, podendo ou
nao haver alteragbes sistémicas) e grave (lesdo caracteristica e alteragao
laboratorial). Sendo que, apenas nos casos moderados e graves € administrada a
soroterapia e corticoterapia (TABELA 2) (BRASIL 2001, 2009).
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TABELA 2: TRATAMENTO PROPOSTO PELO MINISTERIO DA SAUDE PARA ACIDENTES
CAUSADOS POR ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES.

NO
Acidente Soro Gravidade
ampolas
Leve: aranha identificada, lesao incaracteristica,
auséncia de comprometimento sistémico.
Antiloxoscélico i : __
Moderado: independentemente da identificacdo do
(SALox) . o
agente, leséo sugestiva ou caracteristica, a
Loxoscelismo ou ) . ) ) ) 5
manifestacbes sistémicas inespecificas (exantema,
Antiaracnidico
febre), auséncia de hemolise.
(SAAr)
Grave: lesdo caracteristica, manifestagdes clinicas e/ou 10°
evidéncias laboratoriais de hemdlise intravascular.

a) recomenda-se a associacdo com prednisona: em adultos, 40mg/dia; e em criangas, 1mg/kg/dia, durante 5 dias

FONTE: adaptado de BRASIL, 2009.

O antiveneno especifico tem maior potencial quando administrado nas
primeiras horas apos o envenenamento. O ideal é que o paciente receba o soro o
mais breve possivel, ou pelo menos até 12 horas apds a picada, sendo que apds 72
horas néo é recomendado. Entretanto, Malaque et al. (2002) apud Pauli et al. (2003),
menciona que mesmo que O soro nao previna a lesdao dermonecrética, ele pode
conter a extensdo da lesdo e limitar a ocorréncia dos efeitos sistémicos (PAULI et
al., 2006; 2009).

A produgdo da soroterapia € trabalhosa, pois se faz necessario imunizar
animal (geralmente cavalo) para obter anticorpos totais que podem sofrer digestao
enzimatica eliminando a porgao constante do anticorpo. No entanto, no soro estao
presentes imunoglobulinas totais do animal, dirigidas contra diferentes antigenos,
sendo que somente 30% sao especificas para componentes do veneno. Dentre as
imunoglobulinas reativas ao veneno total estima-se que apenas 5% apresenta
potencial neutralizante. Dessa forma, por se tratar de moléculas heterdlogas, estas
podem levar a reagdes anafilaticas mediada por IgE ou, a mais comum, pela
ativagdo do sistema de complemento. Os anticorpos heterdlogos podem se
complexar a imunoglobulinas humanas inespecificas e resultar na formagdo de
imunocomplexos, que podem depositar-se em tecidos alvos (vasos sanguineos,
glomérulo, articulagdes) mediando processo inflamatério e doenga do soro (febre
alta, eritema, urticaria e artralgia)), uma reagcdo adversa associada a
hipersensibilidade do tipo Ill (1 a 2 semanas apds a terapia com antiveneno)
(FIGURA 5) (LAUSTEN et al., 2018).
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Mesmo apds os avancos de um século da soroterapia, a utilizacdo de soros
heterdlogos produzidos a partir da imunizagdo de equideos ainda € restrita pelo
temor das reacbes adversas que podem ocorrer. Dentre as manifestacdes leves
provocadas pelo reconhecimento imunolégico do soro estédo rubor cutaneo, urticaria,
nauseas, vomito e crise asmatiforme, assim como reagbes mais graves que sao
representadas por arritmias cardiacas, hipotensao arterial, choque anafilatico e
quadro obstrutivo das vias respiratorias, apesar destas ultimas serem menos
frequentes. Reacgdes tardias, como a doenga do soro, também podem estar
presentes. Nesse caso, os sintomas de urticaria local ou generalizada, febre e
artralgia aparecem de 1 a 15 dias apds a administragao do antiveneno. Ainda, doses
complementares podem ser necessarias, aumentando o risco dessas reacgdes
(FIGURA 5) (LOVRECEK e TOMIC, 2011).
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FIGURA 5: DESVANTAGENS DE ANTIVENENOS PROVENIENTES DE MOLECULAS HETEROLOGAS.
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FONTE: adaptado de LAUSTSEN et al., 2018
LEGENDA: (A) Pacientes podem desenvolver reacdes adversas resultando da ativacao do
complemento (esquerda) ou mediada por IgE. (B) aproximadamente 70% ou mais dos anticorpos nao
séo dirigidos para toxinas do veneno e, com isso € necessario uma grande dose de anticorpos
equinos, o qual ndo tem valor terapéutico, mas podem causar reag¢des adversas. (C) Uma grande
quantidade de anticorpos anti-veneno combinado com anticorpos humanos anti-anticorpos de cavalo
pode resultar na superprodugcédo de complexos imunes. Esses podem depositar em vasos,
glomérulos, articulagdes, mediando inflamagéo e promovendo doenga do soro, de 1 a 2 semanas
depois da administragdo da terapia antiveneno.
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Além das reacgbes indesejaveis provocadas em humanos, em relagdo a
producdo dos soros existem dificuldades ainda quanto ao uso de grandes
quantidades de veneno para a imunizacao, na realizacado de testes de poténcia pré-
clinica, como também ¢é relatada na literatura sofrimento dos animais que sao
expostos ao veneno (FIGUEIREDO et al., 2014).

Varios grupos vém tentando contribuir com melhorias para a producgéo de
anticorpos policlonais antiloxoscélicos. Proteinas recombinantes (ALMEIDA et al.,
2008; FELICORI et al., 2006, LIMA et al., 2018), quimera (FIGUEIREDO et al.,
2014), peptideos sintéticos (FELICORI et al., 2009; DIAS-LOPES et al., 2010;
RAMADA et al., 2013) e mimotopos (DE MOURA et al., 2011) foram empregados
como imunogenos alternativos ou na qualificacdo de anticorpos neutralizantes.

Outra possibilidade é oferecida pelo uso de anticorpos monoclonais, que
podem apresentar algumas vantagens em relagdo aos policlonais como
reprodutibilidade e especificidade, e desse modo surge como uma alternativa eficaz
na terapéutica de algumas doengas (AHMAD et al., 2012; CHOW e CASADEVALL,
2012; ALVARENGA et al., 2014). Guilherme et al. (2001), produziram anticorpos
monoclonais contra venenos de L. gaucho, porém os mesmos nao foram capazes de
neutralizar a atividade toxica dos veneno de L. intermedia, L. gaucho ou L. laeta.
Dias Lopes et al. (2014) obteve o anticorpo monoclonal murino, mAb16, que
reconhecem os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, mas apresenta
inibicdo parcial dos efeitos toxicos.

O anticorpo monoclonal LimAb7 produzido por Alvarenga et al. (2003)
reconhece proteinas de 32 a 35 kDa, correspondendo a familia Loxtox e a proteinas
com atividade de fosfolipase do veneno, as quais sao consideradas como as
principais indutoras da agédo necrotica e hemolitica. Em 2010, o LimAb7 foi
empregado por Dias-Lopes et al. (2010), para evidenciar a interagdo do veneno de
L. intermedia com cardiomidcitos. De Moura et al. (2011) utilizaram a técnica de
Phage display para mapear os epitopos reconhecidos pelo LimAb7. E mais
recentemente, foi empregado no formato recombinante para detecgdo de veneno de
L. intermedia em soro (JIACOMINI et al., 2016) e com potencial de neutralizagdo da
atividade hemolitica in vitro (KARIM-SILVA et al.,, 2016). Novas tecnologias
utilizando fragmentos de anticorpos poderiam ser avaliadas como alternativa no

tratamento dos acidentes com animais pegonhentos, a partir do LimAb7.
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2.4 ANTICORPOS RECOMBINANTES

2.4.1 Fragmentos de anticorpos

O médico inglés Edward Jenner foi o pioneiro da vacinagdo do sec XVIII.
Em 1890, von Behring e Kitasato reportaram que o soro de animais que foram
injetados pequenas doses de toxina diftérica continha um ingrediente chamado
antitoxina, o qual hoje é conhecido como anticorpo. A partir da descoberta da
penicilina, em 1930, as doengas infecciosas foram tratadas com antibiéticos e a
soroterapia ficou limitada para doencas virais e toxinas, 0os quais nao possuem
opgdes alternativas de terapéutica (AHMAD et al., 2012). Ha mais de um século, a
soroterapia é considerada o tratamento especifico para envenenamento e, apesar
de ser efetivo, muitas vezes trazem efeitos indesejaveis por se tratar de moléculas
heterdlogas, pois podem causar reagdao anafildtica mediada por IgE ou mais
comumente pela ativacdo de complemento. Os antivenenos sdo compostos por
imunoglobulinas ou fragmentos produzidos por digestdo enzimatica e, essas
misturas nao sao exclusivas para bloqueio das toxinas, pois contém anticorpos totais
do animal imunizado (FIGURA 6) (LAUSTSEN et al., 2018). Segundo Lovrecek e
Tomic (2011) e Lucas (2015) a doenga do soro que pode aparecer entre 1 e 15 dias

apo6s a administracdo do antiveneno é a reacdo mais comum.

FIGURA 6: VISTA ESQUEMATICA DE DIFERENTES FORMATOS DE ANTICORPOS POLICLONAIS
ANTIVENENOS DERIVADOS DO PLASMA.
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FONTE: adaptado de LAUSTSEN et al., 2018
LEGENDA: IgG: molécula total de anticorpo I1gG. F(ab’)2: digestdo enzimatica especifica da IgG por
pepsina. Fab: digestdo por papaina em regido especifica.
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Em 1975 Kdhler e Milstein customizaram a produg¢ao de anticorpos in vitro,
pela técnica de produgdo de anticorpos monoclonais (mAbs), mais tarde nomeados
de “balas magicas”. Porém, esses anticorpos monoclonais quando administrado em
multiplas doses podem levar a resposta imune com anticorpos humanos anti
anticorpos murinos (HAMA). Essa reagao pode levar a eliminagdo do mAbs pelo
organismo ou mesmo gerar reagdes alérgicas comprometendo o tratamento (LEGER
etal., 2011).

Como uma maneira de evitar as desvantagens dos antivenenos
provenientes de moléculas heterdlogas, acredita-se que a utilizagdo de anticorpos
recombinantes seja uma solugdo viavel, j@ que sua construgdo em sistemas
bacterianos é capaz de sintetizar e expressar grandes quantidades de anticorpos
contra varios antigenos, o que diminuiria o custo da producgao e; de acordo com sua
construgdo, evitaria o desencadeamento de respostas imunoldgicas indesejadas. O
bom conhecimento atual sobre a estrutura dos anticorpos, o acesso ao gene
somado a possibilidade de manipulacdo e experimentacao dos diferentes formatos
de proteinas recombinantes permitiram a obtencdo de novas formas de moléculas
terapéuticas com propriedades melhoradas, algumas delas denominadas
fragmentos de anticorpos (Fv/Fab). A carga, solubilidade e estabilidade do anticorpo
recombinante também podem ser alteradas de acordo com sua construgcdo, assim
como sua especificidade e reconhecimento do antigeno alvo (AHMAD et al., 2012).

Tais fragmentos com especificidade predeterminada podem ser produzidos
em um sistema heter6logo apos a clonagem do cDNA que codifica os dominios
variaveis das cadeias leves e pesadas de um anticorpo (AUBREY et al., 2003;
HOLLIGER et al, 2005; AHMAD et al, 2012). Dessa forma, fragmentos de anticorpos
recombinantes estdo emergindo como uma nova classe de drogas com alto
potencial para aplicagbes terapéuticas em oncologia, processos inflamatérios,
doengas autoimunes, rejeicdo de transplantes, entre outros (ALVARENGA et al.,
2014).

Dependendo da construcdo, o anticorpo recombinante pode conter apenas
as regides variaveis leve e pesada do anticorpo unidas por um ligante peptidico
(scFv); duas cadeias variaveis idénticas unidas (nanobodies bivalentes ou diabody);
scFvs biespecificos unidos enfileirados (tandem); ou podem ser formadas moléculas
quiméricas, como a construgdo nanobody-human Fc, na qual a adigdo de uma

regidao Fc humana a um scFv ou nanobody heterdlogo diminui consideravelmente a
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chance de reconhecimento pelo sistema imune humano (FIGURA 7) (ESPINO-
SOLIS et al., 2009).

FIGURA 7: FRAGMENTOS DE ANTICORPOS RECOMBINANTES.
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FONTE: adaptada de ALVARENGA et al., 2014.
LEGENDA: protedlise da molécula total do anticorpo IgG (A); formatos de fragmentos de anticorpos
recombinantes, variando o tamanho (B).

O menor fragmento funcional de anticorpo é o fragmento variavel de cadeia
simples (scFv), o qual possui cadeia leve (VL) e pesada (VH) da porgéo variavel. Os
scFv quando produzidos geralmente sdo ativos, mas instaveis. A introdugao, por
manipulagdo genética de um linker peptidico flexivel de aproximadamente quinze
residuos de aminoacidos € habitualmente empregado, e com isso ocorre uma
associacdo entre as cadeias variaveis que mantém a fungao de reconhecimento
antigénico preservado e ainda apresenta estabilidade (FIGURA 8). O linker deve
ligar a regido carboxiterminal de um dominio variavel com o aminoterminal do outro
sem afetar a capacidade de ligagdo com o antigeno. Os residuos mais utilizados séo
Gly e Ser que contribuem para a flexibilidade, mas também podem ser intercalados
com Glu e Lys para melhorar a solubilidade (ALVARENGA et al., 2014; AHMAD et
al., 2012). Estas moléculas, scFv, sdo pouco ou nao imunogénicas e servem
igualmente como molde base para o desenvolvimento de novas formas de agentes
terapéuticos, isso porque suas propriedades intrinsecas podem ser modificadas por
evolugao dirigida in vitro, seja por modulagéo da especificidade, por melhoramento

da afinidade ou aumento da estabilidade. Os scFv correspondem a estrutura
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minima implicada no reconhecimento especifico de um antigeno e, na Uultima
década, seu emprego vem ganhando mercado no tratamento e diagndstico de varias
patologias (AUBREY et al., 2003; HOLLIGER et al, 2005; AHMAD et al, 2012).
Linker menor que 12 residuos podem formar dimeros, pois possuem mais
dificuldade de manter VH e VL do mesmo scFv juntos (SAFDARI et al.,, 2013).
Diabody sao anticorpos recombinantes diméricos composto da associagdo nao
covalente de dois fragmentos de anticorpos de cadeia unica (scFv) que se ligam ao
antigeno de maneira bivalente. Possui tamanho similar ao Fab (aproximadamente 50
kDa), o qual é considerado o formato mais adequado de fragmentos de anticorpos
para terapia com antivenenos em termos de eficacia de neutralizacdo e
biodisponibilidade (FIGURA 8). Estrutura de cristal mostrou que o dominio VH de

uma cadeia pareia com o dominio VL de outra e vice-versa (AUBREY et al., 2003).

FIGURA 8: FRAGMENTO UNICO DE CADEIA VARIAVEL.
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FONTE: adaptada de AUBREY et al., 2003.
LEGENDA: Cadeia leve (VL) e pesada (VH) unidas por um linker de 15 (scFv4s) ou 5 (diabody)
residuos de aminoacido.

O minibody € um fragmento de anticorpo recombinante que possui o scFv
contendo CH3 de cadeia pesada do anticorpo. Esse fragmento pode ser expresso
em sistema bacteriano, mantendo sua especificidade e afinidade em relacdo a
molécula de origem, mostrando mais efetiva e promissora tendo em vista seu poder
de penetracdo dada pelo seu tamanho e rapido clearance in vivo (HU et al., 1996;
YAZAKI et al., 2001; OLAFSEN et al., 2004; KIM et al., 2014). Entretanto, esse
fragmento produzido em E. coli possui limitagdo devido a sua estabilidade e, para
solucionar isso, pesquisadores focam em ajustar o linker e a regiao de hinge, além
de alterar a orientacdo em relacdo as cadeias variaveis leve e pesada. Assim o

fragmento pode se tornar mais soluvel, podendo contribuir na sua estabilidade e
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funcionalidade. Em alguns estudos o minibody tem se mostrado mais especifico que
sua molécula de origem (FIGURA 9) (OLAFSEN et al., 2004; KIM et al., 2014).

FIGURA 9: FRAGMENTO RECOMBINANTE, MINIBODY.
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FONTE: adaptado de MURPHY et al., 2016.
LEGENDA: representagao esquematica do fragmento de anticorpo recombinante em formato de
minibody, scFv15-CH3.

Os scFv podem ser bivalentes, monovalentes, biespecificos. Tendo em vista
seu baixo peso molecular e rapida difusdo no tecido, acredita-se que sejam
candidatos ideais para a neutralizagdo de substancias tdxicas provenientes de
envenenamento, ja que a ligagdo de um scFv especifico ao sitio de ligagdo de uma
molécula téxica inativaria seu sitio ativo, e consequentemente inibiria seu efeito
prejudicial. Segundo analises, o formato diabody possui melhor retengdo em tecidos,
baixa imunogenicidade, rapida distribuicdo e meia vida prolongada e, por causa do
seu tamanho a filtragédo renal é inferior ao limiar (FIGURA 10) (AHMAD et al., 2012;
LAUSTSEN et al., 2018).
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FIGURA 10: FARMACOCINETICA DO ANTIVENENO.
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FONTE: adaptado de LAUSTSEN et al., 2018.
LEGENDA: (A) perfil de distribui¢éo de diferentes formatos de anticorpos, mostrando seu volume de
distribuic&o. (B) mecanismo de eliminacao de diferentes formatos de anticorpos, indicando sua meia-
vida de eliminagao.

Uma via comumente explorada para obtencdo de scFv é baseada no
uso de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais para a obtencao das
sequéncias de imunoglobulinas. A vantagem no uso de anticorpos
monoclonais consiste na manutencédo do paratopo da imunoglobulina original,
consequentemente da sua especificidade e ainda, como foram demonstrados
por alguns grupos, tais fragmentos conservam a mesma capacidade
protetora, sendo isso imprescindivel para o caso de envenenamentos
(MOUSLI et al., 1999). A constru¢do de um scFv a partir de um anticorpo
monoclonal pode ser feita em um sistema de expressao bacteriana e ja foi
testado com eficiéncia também para toxinas de escorpido (AUBREY et al.,
2001 e 2003).

2.4.2 Humanizacao de anticorpos

Imunoglobulinas sdo compostas de quatro cadeias polipeptidicas (duas
cadeias idénticas pesada (H) e duas leves (L)). Cada cadeia possui um dominio
constante (C) e um dominio variavel (H). Cada cadeia variavel possui trés regides
(loops) hipervariaveis (CDR1, CDR2, CDR3) que estdo envolvidas diretamente na

interagdo com o antigeno. Entre os CDRs existem regides conservadas
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denominadas de framework (FR1, FR2, FR3 e FR4) (FIGURA 11) (FIELDS et al.,

[aYa P Ral AL IR AA M= A M

FIGURA 11: EXEMPLO DE UM DOMINIO VARIAVEL DE ANTICORPO.
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FONTE: adaptado de FIELDS et al., 2013.
LEGENDA: Collier de Perles gerado pela ferramenta IMGT. Sequéncia depositada no GenBank,
numero de acesso: KT381972

Na década de 70 Kabat et. al. identificou CDR baseado em critérios
estatisticos, sendo as sequéncias mais variaveis nas imunoglobulinas. Na década de
80, Clothia et al., inferiu que as regides hipervariaveis tem uma conformagao
especial chamada estrutura canénica, que sao determinadas pelo tamanho do loop
e, este contém aminoacidos presentes nos sitios chaves responsaveis pela de
ligagdo com o antigeno. Na década de 90, Padlan et al., definiu residuos
determinantes da especificidade (SDR) como os que se ligam diretamente ao
antigeno e que essa ligacéo ocorre por forgas de van der Waals’s numa distancia de
+0,5 A (LEGER et al., 2011; AHMADZADEH et al., 2014 ; ZHANG et al., 2017).
Tramontano et al. (2000) e Studnicka et al. (1994) apud Ahmadzadeh et al. (2014),
demonstararam que os residuos de FR também podem fazer contato com o
antigeno. Em 2012, Ofran et al. definiram a regido de ligagdo com o antigeno como
paratome CDRs.

O maior desafio das pesquisas atuais tem sido reduzir a imunogenicidade
dos anticorpos monoclonais enquanto retém sua fung¢ao bioldgica. A geragédo de
anticorpos quimeras, nos quais possuem dominios variaveis murinos ligados a
regides constantes humanas foi o primeiro método para reduzir imunogenicidade em

humanos (menos de 85% de identidade com anticorpo humano) (FIGURA 12).
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Rituximab, aprovado em 1997, foi o primeiro anticorpo monoclonal quimera usado
para tratamento de pacientes com baixo grau de linfoma n&o Hodgkin (LNH).
Embora muitos anticorpos monoclonais sdo encontrados na pratica clinica, seus
dominios variaveis ainda sao de origem murina, com a possibilidade de gerar HAMA.
As pesquisas tém focado no desenvolvimento de uma nova geragao de anticorpos
com 85~90.4% e 90.5~92.3% de identidade com anticorpos humanos, denominados
humanizados e humanos, respectivamente, de acordo com a definicdo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e Nomes Nao Proprietarios Internacionais
(INN) (FIGURA 12) (ZHANG et al., 2017; LAUSTEN et al., 2018).

FIGURA 12: RESUMO ESQUEMATICO DAS ESTRATEGIAS ABORDADAS PARA ENGENHARIA DE
ANTICORPOS.
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FONTE: adaptada de LOPES et.al., 2015.

A humanizagao de anticorpos foi descrita em 1986 e varios procedimentos
tem sido propostos para humanizar as regides variaveis, dentre eles a humanizagao
por transplante de CDR (CDR grafting), por mutacdes reversas de residuos chave
murinos, com base na analise dos residuos de superficie, humanizacido por SDR
(residuos determinantes de especificidade) e superhumanizacdo (LEGER et al.,
2011; SAFDARI et al., 2013; AHMADZADEH et al., 2014).
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O método de grafting de CDRs tem sido o mais utilizado no processo de
humanizacgéao e, este pode comegar com a selegao da regido aceptora de framework
humano. Sugere-se identificar quatro modelos para cada dominio variavel nao
humano, afim de otimizar propriedades em termos de imunogenicidade, seguranga,
atividade de ligagdo com o antigeno, estabilidade estrutural. Para isso alguns passos
para o processo de humanizagdo sdo indicados como analise estrutural dos
dominios variaveis da molécula parental ndo humana pela identificacdo dos CDRs e
FRs, das estruturas canénicas, avaliagao do grau de humanizagao (Escore Z) entre
outros. Em seguida é feito o desenho dos dominios variaveis humanizados,
considerando as regides de FRs humanos aceptores, o sitio de ligagao para proteina
L, transplantes de CDRs (Grafting dos CDRs) e mutacgdes reversas (backmutation).
(LEGER et al., 2011; AHMADZADEH et al., 2014; ZHANG et al., 2017; AUBREY et
al., 2019). O sucesso de cada método e combinagdo dos mesmos pode variar sendo
que a eficacia deve ser demostrada pela producdo e caracterizacdo estrutural e
funcional de cada fragmento.

Como alternativa a instabilidade molecular de alguns fragmentos, Muzard et
al. (2009), Rodrigo et al. (2015) e Lakhrif et al. (2016), sugerem a insercdo de um
sitio de ligagcao a proteina L. Segundo os autores, tal modificagdo confere maior
estabilidade as moléculas bem como permite o isolamento das mesmas pelas
técnicas de cromatografia e/ou deteccado em diferentes ensaios. A proteina L (PpL) &
proveniente da parede celular de Peptostreptococcus magnus, tem a capacidade de
ligar-se a imunoglobulinas através de interagcdo com a cadeia leve, restritamente
aqueles anticorpos (recombinantes) que contém a cadeia leve kappa (VLK). Interage
com a regidao de Framework 1 (FR1) a partir de ligagdes por pontes de hidrogénio
sem interferir na ligagdo com o antigeno. Existe alguns residuos da cadeia kappa
humana capaz de interagir com a PpL: D17, Thr5, Pro8, Ser9, Ser10, Leu11, Ser12,
Ala13, Arg(R)18, Thr20, Thr22 [FR1], Lys127 [FR4]. Se na posi¢cao 12 tiver uma
prolina, por impedimento estérico, a PpL ndo se liga. Como aminoacidos em
posicdes chave para forte interacdo com PpL ndo sao sempre 0s mesmos nos
diferentes fragmentos de anticorpos, a interagdo com a PpL é mais dependente na
integridade da estrutura terciaria da FR1 e da conformagao da cadeia principal, do
que na identidade da sequéncia de aminoacidos (MUZARD et al., 2009). Segundo
Lakhrif et al. (2016), o residuo arginina na posi¢cao 18 confere uma melhor interacéo

com a PpL e, a prolina na posicao 8 é essencial para interacao forte com a PpL.
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3 METODOLOGIA

3.1 VENENOS E ANTICORPOS

Os venenos de L. laeta, L. gaucho, e L. intermedia, assim como 0O Soro
antiloxoscélico (SALox) foram gentiimente cedidos pelo Centro de Producdo e
Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI — Piraquara, PR, Brasil).

A proteina dermonecrética recombinante, rLiD1, de L. intermedia foi cedida
pelo Dra Liza Felicori (UFMG, Belo Horizonte, MG, Brazil) (humero de acesso ao
Genbank: AY340702).

Anticorpos policlonais de cavalo especifico para Loxosceles intermedia,
foram obtidos através da purificagdo do soro antiloxoscélico, por cromatografia de
afinidade utilizando veneno de L. intermedia imobilizado a coluna de Sepharose
CNBr-. Os anticorpos foram recuperados da coluna por eluigdo acida (glicina 0,1 M
pH 2,8) (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998).

O anticorpo monoclonal murino proveniente do hibridoma LimAb7 produzido
por ALVARENGA et al.,, 2003 foi obtido pela purificagdo em cromatografia de
afinidade Sepharose-proteina A CNBr- (Sigma®) nas condi¢cdes descritas pelo
fabricante.

Todas as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) ou
determinadas pela absorbancia a 280 nm. Apdés a dosagem as amostras foram

aliquotadas e armazenadas em -20°C.

3.2 DESENHO E OBTENCAO DOS FRAGMENTOS DE ANTICORPOS
RECOMBINANTE HUMANIZADOS PROVENIENTE DO LimAb7

3.2.1 Primeira geragao de fragmentos de anticorpos, scFv4shLi7

O sequenciamento das regides de cadeias variaveis leve (VL) e pesada (VH)
do hibridoma LimAb 7 (numero do acesso do GenBank KT381972) (JIACOMINI et
al., 2016), foi utilizado como molde para o desenho e construgdo da humanizagao da
primeira geracao de fragmentos. O método utilizado para humanizacéo deu-se pelo
transplante dos CDRs murinos para regides de framework humanos, respeitando as

classes canbnicas e o percentil de identidade. Apds a mudanca dos CDRs, cada
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substituicdo aminoacidica foi inspecionada individualmente baseada nas
caracteristicas fisico-quimicas. O escore de humanidade (Z-score) foi comparado
com a sequéncia da linhagem germinativa com o objetivo de ficar mais proximo de
zero (0). O angulo (packing angle) entre VH e VL também foi verificado, a fim de
manter a correta ligacdo com o antigeno. Refinamentos adicionais, T (L90) e K
(L127), foram realizados para gerar a capacidade de ligagao da proteina L em IGKV-
FR1 sem alterar a humanizagdo e imunogenicidade (AUBREY, BILLIALD, 2019).
Apds analises do desenho da sequéncia que codifica a primeira geragao do
fragmento humanizado proveniente do anticorpo monoclonal Limab7 (scFvishLi7),
este foi sintetizado e produzido pela Genscript® (Genscript, Piscataway, NJ, USA).
A concentragdo do fragmento apds purificagdo com proteina L agarose pela
Genscript® foi ajustada para 0,57 mg/mL em PBS pH7.2. Aliquotas foram mantidas
a -20°C.

3.2.2 scFv45 -Cu3hLi7 (minibody)

Para a construgdo de um novo formato de fragmento foi adicionado no
desenho do gene uma sequéncia codificante para cadeia variavel pesada (Cn3),
dessa forma obteve-se o minibody (VH-linker-VL-hinge-C13) O gene foi sintetizado
pela Genscript® e clonado em vetor de expressao procarioto, pSW1 (plasmideo
modificado vide mapa em anexo). Sitios de restricdo, Pst1 e Xho1, foram
introduzidos antes e depois da sequéncia. O plasmideo recombinante pSW foi
inserido em bactérias Escherichia coli AD494pLysS (derivada de K-12), BL21 (DE3),
HB21, Rosetta 2. Posteriormente, as bactérias foram isoladas e testadas para
verificar a presenga do inserto de DNA através de PCR de coldnia. Ao verificar o
inserto, fez-se entdo o pré-inéculo, no qual foram incubadas E. coli em meio 2xYT
(1,6% (wl/v) triptona, 1% (w/v) extrato de levedura e 0,085 M de cloreto de sddio) pH
7.4 contendo ampicilina (50 pg/mL), sob agitacdo de 250 rpm a 37 'C por 16 horas.
No dia seguinte, foi realizada a amplificagdo a partir de 0,5 mL do pré-inoculo para
cada 100 mL de meio 2xYT acrescido de ampicilina (50 ug/mL), sob agitacdo de 250
rom, até atingir a fase exponencial de crescimento Agoonm alcangando entre 0,650 —
0,800. Procedeu-se a indugcao da expressao nestas células através da adi¢cao de 0.8
mM isopropylthiogalactoside (IPTG) sendo incubadas por mais 16 horas a 16 C (120

rpm). As células foram coletadas apds centrifugacdo (5000 xg, 20 min, 4°C),
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ressuspendidas em tampao TES (0,2 M tris-HCI, pH 8.0; 0,5 mM EDTA; 0,5 M
sucrose) (20 mL por litro de cultura original) por 15 minutos e, logo apés, foram
submetidas a um choque osmotico pela adicdo de TES, diluido 1:4 em agua
destilada (30 mL por litro de cultura original). Apds incubagdo em gelo por durante
30 minutos, a suspenséao foi centrifugada (10.000 xg, 4°C, 10 min). Em seguida, as
proteinas foram extensivamente dialisadas contra solugdo salina tamponada em
PBS (0,5 mM fosfato de sédio, 15 mM de NaCl) a pH 7,4 e centrifugadas a 20.000
xg, 4°C, 20 min (MUZARD et al., 2009; ZAHID et al., 2011).

3.2.3 Fragmentos apds mutagao reversa: scFvyshLi7m e scFvshLi7m

3.2.3.1 Segunda geracéao de fragmentos de anticorpos, scFvishLi7m

O gene do scFvyshli7 sofreu duas mutagdes pontuais (F103> Y em IGHV e
P46> Q em IGKV de acordo com a numeragao gerada pelo IMGT) levando a
segunda geracgao de fragmentos, scFvishLi7m. O novo fragmento foi sintetizado de
maneira a conter uma regido codificante para um ligante peptidico (linker) de 15
aminoacidos (GlysSer)s que contém dois sitios de restricdo para a enzima BamHI. O
fragmento mutado foi sintetizado em vetor de expressao pET-22b (+) (6213 pares de
base), entre os sitios para as enzimas de restricdo Ncol e Notl, produzido pela

Genscript® (



FIGURA 13).

FIGURA 13: DESENHO DA SEGUNDA GERACAO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS,
scFvshLi7m.
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FONTE: MORETTO, 2018.
LEGENDA: clonagem do gene sintético no plasmideo de expressao pET-22b (+)apds a realizagéo de
mutagdes pontuais.

Para a clonagem do vetor pET-22b (+) contendo o inserto de scFv, células
bacterianas cepa Escherichia coli TOP10 (gendtipo F-mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 A lacX74 recA1 araD139 A (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
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endA1 nupG) foram utilizadas para transformagdo. A transformacdo foi obtida
através de processo quimico. Para a obtencdo das células bacterianas
quimiocompetentes, 50 mL de cultura (meio Luria-Bertani (LB) (pH 7,0 (1% (w/v)
peptona, 0,5% (w/v) extrato de levedura e 0,170 M de Cloreto de Sédio)) em fase
exponencial de crescimento (densidade optica (OD) Asoonm 0,4-0,7) foram
centrifugados (5.000xg, 4°C por 10 minutos) e, ao pellet foi adicionado 25 mL de
cloreto de calcio (CaCl, 0,1M). As bactérias foram mantidas a temperatura de 4°C
por 1 hora e, ap6s nova centrifugagéo (5.000 xg, 4°C, 10 minutos), ressuspendidas
em 2 mL de CaCl,. Para a transformagdao, um volume de 100 pyL de bactérias
competentes adicionado de 150 ng do vetor de expressao pET-22b (+) contendo o
inserto de interesse foi mantido a 4°C durante 30 minutos. Passado esse tempo, as
bactérias foram submetidas a um choque térmico, 42°C por 1 minuto, e 5 minutos a
4°C. Posteriormente, foi adicionado 400 pL de meio S.0.C. (2% triptona, 0.5%
extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI?, 10 mM MgSO* e 20
mM de glucose).

As bactérias foram mantidas a 37°C por 45 minutos com agitacédo de 150
rom antes da semeadura em meio LB agar, acrescido de ampicilina, e incubadas a
37°C por 16 horas. As col6nias transformadas, sendo estas as que cresceram no
meio LB agar + ampicilina, foram selecionadas e colocadas em meio para o
crescimento da cultura e posterior extragdo de DNA plasmidial (miniprep), que foi
purificado utilizando-se o kit MSB® Spin PCRapace (Stratec, Berlin, Germany) nas
condigdes descritas pelo fabricante e dosados em espectrofotbmetro (Thermo
Scientific NanoDrop 2000). Para confirmar a presencga do inserto, o vetor purificado
foi submetido a digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo Notl/ e Ncol, e o
produto dessa digestdo foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com corante Safer (K9-16C, Kasvi) e sequenciado em sequenciador 3500XL
(Applied Biosystems, Genetic Alanyzer), seguindo o modelo de sequenciamento de
DNA por SANGER.

3.2.3.2 Segunda geracao de fragmentos de anticorpos, scFvshLi7m (diabody)

Para a construgéo do inserto que forma o dimero de scFvshLi7m (diabody), o

vetor pET-22b (+) contendo o inserto de interesse (scFvishLi7m) foi submetido a
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uma digestao enzimatica com BamHI a fim de diminuir o ligante peptidico para cinco
residuos de aminoacido (GlysSer).

Apods a digestdo enzimatica, uma eletroforese em gel de agarose 2% foi
empregada para certificacdo do corte realizado com BamHI. Apos a confirmagéao, o
vetor digerido foi purificado a partir do gel de agarose 1% utilizando o protocolo
Quick Gel Extration Kit Protocols (Qiagen). A enzima T4 ligase (Promega) foi
utilizada para unido das extremidades coesas do vetor digerido. A clonagem e
purificagdo do vetor pET-22b (+) contendo a construgao do fragmento para diabody
segue 0 mesmo protocolo descrito para o scFv4shLi7m.

Posteriormente, foi realizado o sequenciamento das amostras para
confirmacao da presenca do inserto. As sequéncias foram alinhadas no software
MultAlin.

3.2.3.3 Expressao do scFvishLi7m e scFvshLi7m (diabody)

O vetor recombinante pET-22b (+) foi inserido em bactérias cepas E. coli
AD494 pLysS (gendtipo A(araABC-leu)7697 AlacX74 AmalF3 AphoAPvull phoR
trxB::Kanr A(DE3) F'[laclq lacZAM15 proAB+] pLysS), Rosetta (gendtipo F-, ompT
hsdSB(rB- mB-) gal dem N(DE3) pRARE® (Cam®)), HB2151 (gendtipo K12, ara, (lac-
pro), thilF’ proA*B* , lac" lacZM15)) e BL21 star (gendtipo F-, ompT lon hsdSg (rB-
mB-) gal dcm rne131 ADE3)), e, apdés a transformacdo das bactérias
quimiocompetentes, de acordo com o protocolo descrito no item 3.2, foi realizada
uma PCR de colénia (TABELA 3) a fim de verificar a presenga do inserto nas cepas

escolhidas para expressao.
TABELA 3: REACAO DE PCR EM COLONIA.

Reagente Tubo de reagao (L) Controle negativo (uL)
H,O DEPC 23,35 23,35
MgCl, buffer [10x] 3 3
MgCl, 50mM 0,9 0,9
DNTp 20mM 0,5 0,5
primer T7 universal 1 1
primer T7 terminator 1 1
GoTaq polimerase 0,25 0,25
Colbnia 1 -

FONTE: Adaptado de FIELDS et al. (2013).
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Realizada a verificacdo, foi feito o pré-indculo, no qual foram incubadas,
separadamente, as quatro cepas de E. coli individualmente em 10 mL de meio 2XTY
acrescido de ampicilina (50 ug/mL), sob agitagdo de 250 rpm a 37°C por 16 horas.
No dia seguinte, foi realizada a amplificagéo da cultura bacteriana a partir de 0,5 mL
do pré-inéculo para cada 100 mL de meio 2xYT contendo ampicilina (50 ug/mL), sob
agitagdo de 250 rpm, até atingir a fase exponencial (Aswonm 0,6 - 0,8).
Posteriormente, foi feita a inducdo da expressao proteica nestas células através da
adicdo de 0.8 mM B- d -1-tiogalactopiranosideo de isopropil (IPTG), incubadas por
mais 16 horas a 16°C (100 rpm).

A extracao desses fragmentos foi de acordo com a metodologia descrita pelo
scFv5-Cn3hLi7 (minibody).

3.3 PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS

3.3.1 scFv15-Cu3hLi7 (minibody)

Os fragmentos de anticorpos recombinantes scFv15-Cy3hLi7 (minibody)
foram purificados por cromatografia de afinidade a partir do extrato periplasmatico
(50 mL obtido com 1000 mL de cultura bacteriana), sob diferentes estratégias (MA et
al., 2017). A coluna preparada com 1 mL de proteina L agarose (Pierce
Biotechnology, Thermo Scientific) foi suavemente agitada por 16 horas a 4°C. Apos
lavagem com 100 mL de PBS (pH 7,4), as proteinas recombinantes foram eluidas
em fragbes de 0,5 mL com glicina (0,1 M, pH 2,2) e imediatamente neutralizadas
com Tris 1 M (40 pL) em gelo . As fracbes que continham as proteinas
recombinantes foram selecionados em Ajsonm, reunidas, dialisadas contra PBS (pH
7,4), e centrifugadas (10.000 xg, a 4°C por 20 min) . Preparag¢des de proteina foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida sulfato de sédio dodecil - (SDS -
PAGE) a 12,5 % e coloragdo com azul de Coomassie, ou por nitrato de prata
(WILSON e WALKER, 2010).

A purificagdo em coluna de Niquel (Ni-NTA Sepharose GE Healthcare®; Ni

Agarose Qiagen®), assim como a de veneno de Loxosceles intermedia (Li)
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Sepharose (Sepharose 4CNBr” Sigma Aldrich®), proteina A e proteina G (Sepharose
GE Healthcare®) também foram realizadas. As estratégias de cromatografia
empregadas seguiram o protocolo citado acima, entretanto a elui¢do na purificagao
da coluna de niquel agarose deu-se com uma solugao contendo 150 mM, 250 mM e
500 mM de Imidazol, enquanto que nas colunas de Sepharose (niquel, Li, proteina A
ou proteina G) foi adicionada uma solugdo com glicina (0,1 M, pH 2,8). Todas as
purificacbes descritas acima foram realizadas manualmente na bancada; porém,
outra estratégia de purificagdo foi empregada utilizando a coluna HITrap SP HP 1mL
(GE Healthcare Life Sciences) com o auxilio do cromatégrafo AKTA pure (GE
Healthcare), no qual as amostras foram eluidas com gradiente de 0-100% de uma
solucédo de 500 mM imidazol.

As preparagdes contendo o minibody (maior rendimento foi em coluna de
veneno de Li e HITrap SP HP com 15 pg/L de cultura bacteriana) foram dosadas
pelo método de Bradford e armazenadas a -20 °C até a sua utilizacdo (MURPHY et
al, 2016).

3.3.2 scFvyshLi7m e scFvshLi7m (diabody)

O scFvyshLi7m e scFvshLi7m foram purificados por cromatografia de
afinidade a partir do extrato periplasmatico centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos
a 4°C (100 mL obtidos a partir de 1600 mL de cultura bacteriana) em coluna
preparada com 1 mL de proteina L agarose (Pierce Biotechnology, Thermo
Scientific). A coluna foi submetida a suave agitagdo por 16 horas a 4°C e, apos
lavagem com 50 mL de PBS (pH 7,4), as proteinas recombinantes foram eluidas em
fragdes de 0,3 mL com glicina (0,1 M, pH 2,2). As fracbes foram testadas pelo
método de Bradford (1976) e as que continham as proteinas recombinantes foram,
entdo, unidas e extensivamente dialisadas em solucdo PBS, que permaneceu a 4°C
por 16 horas.

O scFvshLi7m foi purificado também com coluna de Ni-Sepharose, eluido com
diferentes concentragdes molares de imidazol ou com glicina pH 2,4. Entretanto, entre
esses métodos apresentou-se com maior pureza quando eluido com 500 mM de
imidazol.

As amostras purificadas com rendimento aproximado de 30 pg/L
(scFvyshLi7m) e 47 pg/L (scFvshLi7m) em Ni-Sepharose eluido com 500 mM de

imidazol foram armazenados a -20°C até sua utilizacao.
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3.4 CARACTERIZACAO DOS FRAGMENTOS RECOMBINANTES
3.4.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.4.1.1 ELISA indireto

Placas de 96 pocos foram revestidas com venenos de L. intermedia (Li), L.
gaucho (Lg) e/ou L. laeta (LI) em 0,02 M de tampao de carbonato de sédio (pH 9,6)
durante 16 horas a 4 °C e depois saturou-se com caseina 2% durante 1 hora a 37
°C. As placas foram entdo incubadas durante 1 hora com as preparacbes de
fragmentos de anticorpos, extratos periplasmaticos e/ou anticorpo monoclonal
LimAb7 (100 pL/pogo) e em seguida durante 1 hora com anti HIS, anti IgG de
mouse-HRP ou proteina-L-HPR (peroxidase de rabano) (Pierce Biotechnology). Para
evidenciar a reagdo uma solugdo de orto — fenilenodiamina (OPD) ou
tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada (100 pL/pogo). Apds 15 minutos adicionou-
se HySO4 1:20 (20 uL/pogo) para parar a reagao. A absorbancia foi avaliada a 490
nm (OPD) ou 450 nm (TMB) num leitor de placas de ELISA (microplate reader 550,
BIORAD). Entre cada incubac&o, o excesso de reagentes foi removido através de
lavagens com solugao especifica (0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20). Todos os ensaios

foram realizados em ftriplicata.

3.4.1.2 ELISA sanduiche

Nesse formato de ELISA as placas foram primeiramente revestidas com anti-
Li cavalo, seguidas de veneno de Loxosceles spp. para entdao serem reconhecidos
com a molécula parental LimAb7 ou seus fragmentos recombinantes. A detecgao e

0s passos intermediarios foram realizados da mesma forma que o ELISA indireto.
3.4.1.3 ELISA de competicao
A metodologia desse ensaio segue de acordo com o ELISA indireto; porém,

concentragdo fixa de LimAb7 ¢é incubado concomitante com diferentes

concentragbes de scFvyshLi7 por 1h/37°C. Imunocomplexos formados entre o
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veneno adsorvido na placa e o LimAb7 foram detectados pela adicéao de anti IgG
camundongo-HRP (1:4.000, Sigma). A percentagem de reatividade é dada de
acordo com o valor da absorbancia, considerando o ponto sem competidor (sem

fragmento recombinante scFv4shLi7) como ponto maximo.

3.4.2 SDS-PAGE e Imunoblotting (dot blot, western blot)

Proteinas do veneno de L. Intermedia, L. gaucho ou L. laeta foram
separadas por SDS-PAGE usando tampao de amostra sem agente redutor (tris-HCI
0,5 mol/L, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 10% (m/v) e azul de bromofenol 0,1% (m/v)), a
150 V. Em seguida, os géis foram corados por azul de Coomassie ou por coloragéo
por prata para identificacdo das proteinas, ou ainda transferidos para membrana de
nitrocelulose ou PVDF 0,45 uym. A transferéncia se faz pelo contato do gel com a
membrana no interior de um uma cuba eletroforética preenchida com tampao de
transferéncia pH 8,3 (0,192 M glicina, 0,025 M Tris, 20% de metanol absoluto (v/v)
PM 32,04), que permanece no gelo por 2 horas sob corrente elétrica de 100 V. Apés
a transferéncia, as proteinas transferidas foram evidenciadas pela coloragdo de
Ponceau (1 g de ponceau, 50 mL de acido acético, g.s.p. 1000ml de agua destilada).
As regidbes da membrana sem presencga de proteinas foram saturadas durante 1h
com solugdo de PBS contendo 5% (m/v) de leite seco sem gordura e 0,3% (v/v) de
Tween 20 (LAEMMLI, 1970; ALVARENGA et al., 2003). A membrana contendo as
proteinas presentes nos venenos foram incubados com os extratos periplasmaticos,
fragmentos de anticorpos purificados, anticorpos monoclonais e/ou SALox. A reagao
foi detectada por incubagdo com proteina L-peroxidase (1:4000) (Sigma-Aldrich),
anti histidina mouse (1:1000) (Invitrogen®), anti IgG mouse-HRP (1:4000) (Sigma-
Aldrich) anti Li cavalo-HRP (1:800) (laboratério de imunoquimica) ou anti cavalo-
HRP (1:30.000) (Sigma-Aldrich). Os imunocomplexos foram evidenciados com
solugédo apropriada (diaminobenzidina (DAB) ou quimioluminescéncia (ECL))
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA). As incubac¢des foram realizadas
durante 1 hora a 37 °C sob agitagdo e a membrana foi lavada cinco vezes com PBS,
pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20, entre as etapas descritas.

Para validar a produgcédo dos fragmentos de anticorpos, extratos
periplasmaticos ou fragmentos purificados foram separados em gel de eletroforese a

12% e transferidos para membranas de nitrocelulose. Para a separagao das
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proteinas utilizou-se 30 pL da amostra adicionada de agente redutor (beta-
mercapetanol) mantidas a temperatura de 95 °C por 3 minutos Apds a transferéncia
das proteinas, os fragmentos foram detectados pela adigdo de anti histidina seguida
de anti mouse-HRP ou proteina L-HRP. Os imunocomplexos foram evidenciados
com o substrato apropriado (diaminobenzidina ou quimioluminescéncia (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).

Com o objetivo de confirmar a especificidade dos fragmentos frente ao
veneno de L. Intermedia, os extratos periplasmaticos foram analisados por dot blot.
Primeiramente, 2,5 ug veneno de L. Intermedia, L. gaucho ou L. Laeta foram
imobilizados diretamente na membrana de nitrocelulose. Os passos seguintes foram

de acordo com a metodologia descrita no western blot.

3.5 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

Para a cromatografia liquida de alta pressédo com exclusédo de tamanho (SEC-
HPLC) 140 pL de fragmentos de anticorpos (Fabs) purificados por PpL a 0,98
AUzg0nm ou diluido 1: 2 foram analisados usando uma coluna Superdex 75 10 /
300GL pré-empacotada calibrada de acordo com os padrdes da GE Healthcare. As
proteinas foram eluidas com PBS pH 7,2 a uma taxa de 0,5 ml/min e detectadas
com um leitor de UV a 280 nm (especificacées do aparelho). Foram realizadas duas

injegdes por amostra.

3.6 MODELAGEM E DOCKING

Com o uso da ferramenta MODELLER (9.2v) foi realizada a modelagem
homolégica do anticorpo monoclonal LimAb7 e seu fragmento humanizado,
scFvsshLi7. A escolha do modelo foi baseada de acordo com o critério de Desvio da
Raiz Quadrada Média (RMSD) e a porcentagem da identidade. Além disso, a
minimizacdo de energia de Gibs e o refinamento do loop, usando o software
Chimera, foram realizados na tentativa de aumentar a qualidade do modelo. Apds a
modelagem das estruturas, o servidor ClusPro2.036 foi utilizado para prever as

interagdes entre os anticorpos modelados e a Fosfolipase D com a rLid1 (PDB:
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3RLH), sendo que o menor escore de energia ClusPro, representa a maior
probabilidade de interagdo antigeno-anticorpo no qual foi selecionado. Os contatos
de aminoacidos e os parametros de interagcao entre os anticorpos e seus alvos foram

avaliados através da plataforma online PDBSum.

3.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE
HEMOLITICA

Sangue de doadores humano foi coletado em tubos contendo tampao citrato
de sédio (BD Plastipak, Franklin Lakes) e apds centrifugagdo a 166 xg por 15
minutos para retirada do plasma as hemacias foram lavadas 3 vezes com solucao
de Ringer Lactato (0,6% NacCl, 0,03% KCI, 0,02% CacCl, 0,31% lactato de sddio) ou
Tris Sucrose - TBS (250 mM sucrose, 10 mM Tris/HCI, pH7,4, 280 mOsm/kg H,0).
Eritrécitos humanos a uma concentragdo de 10® foram incubados com solucdo de
anticorpos e veneno por 24 horas a 37 'C sob agitacédo suave, as amostras foram
centrifugadas a 166 xg por 5 minutos e, o sobrenadante analisado em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda a 570 nm (CHAVES-MOREIRA et al.,
2009; KARIM-SILVA et al., 2016; VUITIKA et al., 2016).

Os ensaios foram realizados em ftriplicata, em dois experimentos
independentes, tendo como controle negativo (ringer lactato) e positivo (hemacias
em agua destilada ou 0,01% (v/v) de Triton X-100). Os valores de absorbancia foram
convertidos em porcentagem de hemodlise.

Subsequentemente, foi avaliada a porcentagem de hemdlise na presencga de
componentes do sistema complemento. A metodologia deu-se de acordo com o
descrito anteriormente; porém, o sangue foi coletado em tubos sem anticoagulante e
deixados por 30 min a 37 °C para ativagado do sistema de coagulagdo antes de
seguir com a centrifugagcado para obtencdo do soro e as lavagens dos eritrocitos.
Apods as 24hs de incubagédo o sangue foi lavado trés vezes antes de ser incubado
com soro normal humano (NHS) na diluicdo 1:2 por 1h a 37 °C sob agitagdo suave.
SO entdo seguiu com a leitura do sobrenadante a 570 nm. A porcentagem de
hemdlise foi calculada considerando a soma da absorbancia do veneno na auséncia
e presenca do NHS, de acordo com a seguinte formula:

% Hemodlise = (absorbanciazmestra X 100)/(absorbanciaveneno sem nHs + @absorbanciaveneno

com NHS)
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Humana do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana (Curitiba, PR, Brasil) sob o certificado
numero CEP/SD2911004.
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4 RESULTADOS

4.1 DESENHO, CONSTRUCAO E ANALISE ESTRUTURAL DO FRAGMENTO DE
ANTICORPO RECOMBINANTE scFvyshLi7, PRIMEIRA GERACAO, PROVENIENTE
DO MONOCLONAL LimAb7

Com o auxilio do programa computacional IMGT, foi possivel a analise de
parametros para desenho e constru¢do da humanizagdo das regides variaveis de
cadeia pesada e leve do anticorpo monoclonal LimAb7. Primeiramente realizou-se o
alinhamento das sequéncias aminoacidicas murinas de LimAb 7 regides variaveis de
cadeia pesada IGHV e leve IGKV com as sequéncias germinativas humana
IGHV1_46*01 e IGKV1_27*01, respectivamente. O alinhamento permitiu a
identificacdo das regides de CDR e framework (FR). Na Figura 14A e 14B estdo
destacadas em cinza e italico as regides de CDR e em azul os residuos chaves
referentes a estrutura candnica. Baseando-se nos achados do alinhamento entre a
sequéncia murina e a linhagem germinativa humana de anticorpo humano, a
identificacdo das regides de CDR e framework, estrutura candnica e avaliagdo das
caracteristicas  fisico-quimicas dos aminoacidos procederam-se algumas
substituicdbes para a construcdo da sequéncia humanizada. As sequéncias
aminoacidicas das regides de CDR ndo foram alteradas. Substituicbes foram
realizadas apenas em framework e, durante todo o processo do desenho da nova
sequéncia para a construgdo do fragmento humanizado, as modifica¢cdes foram
analisadas em detalhe para confirmar a melhoria das principais caracteristicas de
humanizagdo. Com o intuito de favorecer a estabilidade da molécula, todos os
residuos da regiao de framework 1 da cadeia leve foram modificados para sequéncia
idéntica a encontrada na linhagem germinativa humana, além disso optou-se por
nao modificar os residuos T(L90) e K(127). Essa estratégia foi empregada para o
estabelecimento de um sitio de interagcdo a proteina L (PpL) o que permitira a
recuperacao dessa molécula apés processo de producgao. Para a IGVH, 23 residuos
de aminoacidos foram modificados e, em IGKV, 26 residuos. Conforme a Figura 14,
as modificagbes sao claramente identificas nas sequéncias referentes a
humanizagdgo humVH (FIGURA 14A) e humVL (FIGURA 14B). No esquema,
representando a estrutura secundaria das sequéncias das regides variaveis apos a

humanizacgéo, identificam-se as regides de CDR que permanecem sem modificagbes
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e as regioes de framework modificadas (FIGURA 14C). Um modelo estrutural 3D dos

dominios variaveis humanizados de LimAb7 é mostrado na FIGURA 14D.

FIGURA 14: ALINHAMENTO E ESTRUTURAS DOS DOMINIOS VARIAVEIS DO LimAb7

HUMANIZADO.
A Alinhamento Sequéncias Regido Variavel Cadeia Pesada
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SIGKV1-27*01 ..Q....... SASV.DR .IT.RA T ------ A PR 5 T ATTLQ G
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>7VL DRFTGSGSGTDFNLTI WFHED.AVWCG—NK?SFLPYTFMEI K
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>HunL A i T....SLCP..F.T ................ |
C D
Estrutura Secundaria Humanizada Estrutura Tridimensional
Regido Varidvel Cadeia Pesada Regido Varidvel Cadeia Leve

Regido Varidvel
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Regido Variave
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FONTE: a AUTORA, 2019

LEGENDA: A- Alinhamento da sequéncia de cadeia variavel pesada murina do LimAb7 IGHV (7VH)
com a sequéncia germinativa humana IGHV1-46*01, a sequéncia da proteina NEWM e desenho da
sequencia humanizado LimAb7 IGHV (humVH). B- Alinhamento da sequéncia murina do LimAb7
IGKV (7VL) com a sequéncia germinativa humana IGKV1-27*01, a sequéncia da proteina REl e o
humanizado LimAb7 IGKV (humVL). C- Estrutura secundaria dos dominios variaveis do LimAb7
humanizado esquematizada em forma de colar de perdlas (do francés “collier de perles”).D- Vista
estéreo do scFv4shLi7 Fv com CDRs coloridos (H1: vermelho, H2: alaranjado; H3: roxo; L1: azul; L2:
verde claro; L3: verde escuro). Residuos mutados expostos na superficie estdo em ciano e os

internos estdo em vermelho.

*CDRs de acordo com o IMGT est&o em italico e em cinza. Sitios de residuos chave (Chothia et al,
1992, Chothia et al, 1987) para estrutura candnica estdo destacados em azul. Interfaces em VH/VL
estao realgcados em amarelo. *Baseado nas classes fisico quimicas dos aminoacidos (AA), as
diferengas das regides de framework murina do LimAb7 e seus variantes humanizados sao
classificados em AA muito similar (verde), AA similar (azul), AA dissimilar AA (alaranjado) e AA muito

dissimilar (vermelho).
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Com base no estudo de alinhamento e analises das estruturas das regides
variaveis do LimAb 7, obtidas por sequenciamento, foi possivel determinar o angulo
entre os dominios variaveis VH e VL (packing angle) que foi igual -42,8. Esse angulo
€ importante na topografia do paratopo e consequente interagdo com o antigeno. O
grau de humanizagao (escore — Z) das sequéncias VH e VL murinas foram -1,132
para VH e -1,164 para VL o que sugere risco de imunogenicidade ja que o
considerado como valores de baixa imunogenicidade encontram-se préximos de 0. E
possivel observar na TABELA 4 que apds a humanizagao das sequéncias variaveis
houve um aumento geral na porcentagem de identidade quando comparado com a
linhagem germinativa humana. Também se verificou melhoria nos valores de escore
— Z, sugerindo possivel diminuicdo na imunogenicidade. As regides de framework
nas quais foram realizadas a maioria das substituicbes quando analisadas
separadamente das regides de CDR apresentaram mais de 95% de identidade com
a linhagem germinativa humana para regiao variavel pesada e 100% para regiao de

cadeia leve.

TABELA 4: ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS SEQUENCIAS DAS REGIOES VARIAVEIS
MURINAS DO ANTICORPO LimAb7 E AS SEQUENCIAS MODIFICADAS APOS HUMANIZAGAO
COM SEQUENCIAS DAS LINHAGENS GERMINATIVAS HUMANA.

Dominio Variavel Total (CDR + Framework) Regiao de Framework
Murino Humanizado Humanizado
% identidade
% identidade Escore-Z % identidade Escore -Z FR1 FR2 FR3
IGHV 67,3 -1,132 86,7 -0,080 96 100 95
IGKV 71,0 -1,644 84,2 -0,232 100 100 100
Packing angle -42,8 -45,4

FONTE: a AUTORA, 2019

Com base em todas as anadlises comparativas das sequéncias das regides
variaveis do anticorpo LimAb 7 e modificagbes para humanizagdo um gene novo
sintético foi projetado. Esse gene teve seus codons otimizados para melhor
expressao em sistema procarioto e codifica o fragmento variavel de cadeia Unica
(scFv) construido de maneira a conter o dominio VH fusionado ao dominio VL
humanizado por meio de um ligante flexivel de 15 residuos, denominado scFv4shLi7
(single chain fragment variable, 15 residuos de aminoacidos como ligante,

humanizado, anti L. infermedia) (FIGURA 15A). O gene sintético otimizado foi
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inserido em vetor pET 22b (+) que contém o peptideo sinal PelB e apds a
transformacgao de bactérias, direciona a expressédo do fragmento para o periplasma.
O fragmento de anticorpo recombinante foi recuperado de outras proteinas
periplasmaticas por cromatografia de afinidade utilizando resina de proteina L-
agarose. A verificagado por eletroforese em gel de poliacrilamida da expressao e
purificagdo do fragmento scFv4shLi7 a partir do extrato periplasmatico de bactérias
mostrou a presenca de uma proteina com massa molecular de aproxidamente 29
kDa (massa esperada para o fragmento) em todas as amostras analisadas apds a
coloragcdo com Coomassie blue. O Western blotting confirmou a presenga desta
proteina unica de 29 kDa evidenciada pelo conjugado PpL-peroxidase sugerindo a
eficiéncia na producdo e purificagdo do fragmento (FIGURA 15B). Para avaliar a
habilidade de interagdo do fragmento expresso com o veneno de L. intermedia uma
triagem através da técnica de dot blot permitiu a observagao do scFv4shLi7 em ligar
ao veneno de L. intermedia de maneira especifica, sem reatividade cruzada
detectavel com venenos de L. laeta e L. gaucho (FIGURA 15C). Para confirmar a
pureza e presenca de agregados e / ou produto de degradacdo do fragmento a
amostra scFvshLi7 purificada em solugao foi analisa por cromatografia de excluséao
molecular em fluxo continuo (SEC-HPLC). Dois picos de elui¢do foram observados,
um menor com produto que apresentava uma massa molecular aproximada de 40-
50 kDa e, um pico maior (correspondendo a 90%) com proteinas com massa na
faixa de 25-30 kDa (FIGURA 15D). Estima-se que o primeiro pico corresponda a
forma dimérica do fragmento scFvyshLi7, podendo ser resultado de agregados de
proteinas mal dobradas no processo de expressao e/ou purificacdo, este ultimo pelo
emprego de tampdes em condigdes acidas. O segundo pico provavelmente

corresponde a forma correta do fragmento uma proteina monomérica, o scFv4shLi7.
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FIGURA 15: DESENHO, EXPRESSAO E PURIFICAGAO DO scFv4shLi7.
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: A- Representacéo esquematica do cassete de expressao. A estrutura de leitura aberta
esta sob o controle de um promotor T7 e contém uma sequéncia de sinal PelB para expressao
periplasmica seguida por um cDNA que codifica VH e VL humanizado fundidos por meio de um
ligante (Gly,Ser)s. Isso permite a expressao de scFv4shLi7 monomérico ndo marcado. B- Analise da
expressao do fragmento scFv4shLi7 no extrato periplasmico por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e Western blot antes e ap6s purificagdo em cromatografia de afinidade resina de PpL-
agarose. A esquerda SDS-PAGE a 12,5% em condi¢des ndo redutoras corado com azul de
Coomassie. Fragbes recuperadas da cromatografia de afinidade resina PpL correspondem (Ext)
extrato periplasmico bruto; (FT) fragdo que nao ligou a coluna, (FV) proteinas eluidas pela solugao
4cida pH 2,0; (MW) Marcador de massa molecular. A direita membrana de nitrocelulose para analise
de Western blot evidenciada com conjugado PpL-peroxidase (1: 4000). C- Analise de Dot blot do
extrato periplasmico contendo scFv,shLi7 recombinante. Os venenos de L. intermedia (Li), L. laeta (L)
e L. gaucho (Lg) foram adsorvidos diretamente na membrana de nitrocelulose a uma concentragao de
2,5ug. Lado esquerdo: Confirmagéo da presenga dos venenos na membrana por coloragao reversivel
de Ponceau. Lado direito: membrana de nitrocelulose incubada com extrato periplasmico contendo
scFv4shLi7 recombinante evidenciada com PpL-peroxidase. (-) sem veneno adsorvido. D-
Cromatografia por exclusao de tamanho usando a coluna de Superdex 200 10/30, apresentando a
percentagem de mondmeros do fragmento.

4.2 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DO FRAGMENTO DE ANTICORPO
scFvyshLi7

A habilidade de interagdo do fragmento de anticorpo scFvishLi7 foi
comparada a especificidade do anticorpo parental LimAb 7 frente aos venenos totais
de Loxosceles e a toxina recombinante rLiD1. Apds a separacdo dos componentes
dos venenos por migragao eletroforética e transferéncias das proteinas para

membrana de nitrocelulose foi possivel a observagao de uma banda referente a uma
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proteina com aproximadamente 35 kDa para o perfil de rLiD1 e duas bandas de
aproximadamente 32 e 35 kDa apenas para o veneno de L. intermedia mostrando
que o fragmento permanece com o mesmo padrdo de reconhecimento e
especificidade da molécula parental LimAb7. O epitopo reconhecido por esse
fragmento é compartilhado pelas isoformas PLD pertencente somente ao veneno de
L. intermedia (FIGURA 16A). Para avaliar se o scFv4shLi7 interage com o mesmo
epitopo de ligacdo que o LimAb7 frente ao veneno de L. intermedia diferentes
concentragbes do fragmento foram testadas para verificar a habilidade de
competicdo. O fragmento scFvishLi7 foi capaz de competir com a IgG parental
LimAb7 de maneira dose-dependente. A FIGURA 16B mostra os perfis de inibicdo e
reatividade do LimAb 7 na presenga do fragmento de anticorpo recombinante.
Concentragdes mais altas do fragmento demonstraram inibir a ligagdo da molécula
parental ao veneno e, assim, resultar em uma diminuicdo na reatividade. Foi
estimado que cerca de 38 pg/mL de scFvshLi7 séo necessarios para inibir 50% da
ligagdo com 1 pg/mL do LimAb7. Na Figura 16C, conforme se aumenta a quantidade
de fragmento verifica-se também um aumento na reatividade frente ao veneno de
forma dose dependente. Ainda foi possivel verificar que o fragmento foi eficiente em
reconhecer toxinas do veneno de L. intermedia em solucdo com um limite de

deteccdo de até 78 ng.mL™ para toxinas soluveis.
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FIGURA 16: CARACTERIZAGCAO FUNCIONAL DO scFv;shLi7.
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: A- Western blot ap6és transferéncia do SDS-PAGE 15% de rLiD1 (10 ug) ou venenos de
Loxosceles (10 pg) sob condicdes ndo redutoras. A esquerda proteinas coradas por Ponceau e a
direita membrana de nitrocelulose incubada com LimAb7 (20 ug/mL) ou extrato periplasmatico
contendo scFvLisshLi7, evidenciados por anti IgG de mouse-HRP (1:4000) e PpL-peroxidase (1:4000),
respectivamente. Li: L. intermedia; Lg: L. gaucho; LI: L. laeta. B- ELISA competicdo: imobilizado L.
Intermedia (10 pg/mL) e adicionado 1 ug/mL de LimAb7 com quantidades crescente de scFv4shLi7.
Imunocomplexos foram detectados usando anti IgG de mouse-HRP (1:4.000). A percentagem de
inibicao e reatividade é representada em (o) e (m), respectivamente. C- ELISA sanduiche: imobilizado
anti-L intermedia F(ab)’> de cavalo (10 ug/mL) e capturado quantidades graduadas de veneno de L.
intermedia, em seguida foi adicionado 20 pg/mL de scFv4shLi7. Imunocomplexos foram detectados
com PpL-peroxidase 1:2.000.

4.3 MODELAGEM E DOCKING DO FRAGMENTO DE ANTICORPO scFvshLi7

Para entender melhor o mecanismo de neutralizacdo do LimAb7, procedeu-se
a modelagem dos dominios variaveis de LimAb7 e scFvshLi7 antes da predigdo do
docking in silico com rLiD1. Modelos (templates) de alta identidade com as
sequéncias alvo do LimAb7 e scFvshLi7 foram apresentados através de pesquisas
no BLAST. As pesquisas permitiram a sele¢cado de estruturas para a modelagem de
maneira confidvel baseando-se na preservacdo dos residuos CDR e calculo da
probabilidade de identidade (valor-E). Baseando-se em observagdes do grafico de
Ramachandran, que permite avaliar combinagdes possiveis de angulos diédricos W
(psi) versus os @ (phi) nos aminoacidos de um polipeptideo, foi determinado uma
possivel estrutura secundaria e conformacional da proteina sendo seus modelos
escolhidos mostrados na TABELA 5. A avaliagcédo do grafico de Ramachandran para

os anticorpos selecionados mostrou mais de 90% dos residuos de aminoacidos em
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regides favoraveis. A qualidade do modelo (template) também foi analisada
comparando a estrutura predita do anticorpo selecionado com o modelo via
sobreposi¢cao dos conjuntos de coordenadas atdmicas, e verificagdo da distancia
média quadratica minima (RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation) entre as
estruturas basicas das proteinas sobrepostas. De acordo com essas avaliagdes a
estrutura predita para o anticorpo LimAb7 e também para o fragmento scFv4shLi7
apresentaram aproximadamente 60% de identidade ao modelo, resolugao de 1,35
Angstroms (A) considerada alta resolucéo ja que para proteinas esse valor encontra-
se entre 1,0 A e 1,8 A com valores de RMSD na ordem de ~0,7 A considerado valor
de alta similaridade tendo em vista que quanto menor o RMND entre as estruturas
maior a similaridade (TABELA 5).

TABELA 5: DADOS DA MODELAGEM IN SILICO.

Alvo Modelo Identidade Resolugio RMSD
(anticorpos) (PDB:cadeia) (%) (A) (A)
LimAb7 5YD3_A 59 1.35 0.871
scFvyshLi7 5YD3 A 61.5 1.35 0.659

FONTE: a AUTORA, 2019

As avaliagbes do docking entre o anticorpo LimAb7 ou o fragmento scFvishLi7
com a rLiD1 permitiu a identificacdo dos possiveis sitios de interacdo entre essas
moléculas. O docking exibe os residuos pertencentes ao epitopo da rLiD (D233,
K234, R235, Y253) com as interagdes dos CDR das cadeias VH e VL do LimAb7.
Alguns residuos presentes na interacdo entre LimAb7 e rLiD1 (K58, K59) ou
scFvyshLi7 e rLid1 (D21, E22, D25), sdo considerados altamente imunogénicos.
Outras regides pertencentes a rLid1 residuos 58-72 (CYGSKKYENFNDFLKGLR) e
residuos 25-51 (NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP) foram identificados como
importantes alvos para anticorpos neutralizantes. Os residuos G32, N34, D91, H12 e
H47 foram descritos como parte do sitio ativo da enzima e do local de ligagao ao ion
Mg?*. Os residuos de aminoacidos G54 e R55 (conservado entre algumas isoformas
das fosfolipase) sdo importantes para a estabilizagdo da interagdo do loop catalitico
e do substrato e, foram reconhecidos pelo LimAb7. A analise de docking entre o
scFvyshLi7: rLid1 ainda mostra contatos nas mesmas regides que o anticorpo
LimAb7, no entanto, alguns contatos com aminoacidos importantes foram perdidos

(D233, G54). Além disso, novos contatos foram observados, incluindo os residuos
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D21, E22, N25, D255, sugerindo um deslocamento no local da interagdo quando
comparado ao LimAb7 (FIGURA 17) (MIETHE et al., 2016).

FIGURA 17: DOCKING DO LimAb7, scFv4shLi7 COM A RECOMBINANTE Lid1.
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: A- Docking do LimAb7 com rLiD evidenciando os sitios de interagdo. Aminoacidos
envolvidos na catélise estdo em roxo (H12A, H47A), sitios de ligagdo ao ion magnésio estdo em
amarelo (E32A, D34A, D91A), reconhecimento do substrato estd em azul (K93A, Y228A, and W230A)
e a predicao do epitopo proposto para Limab7 esta em vermelho. B- Sobreposicdo dos modelos para
LimAb7 e scFvyshLi7. CDRs das cadeias VL e VH estao representados de acordo com o esquema de
cores (verde, azul, roxo, alaranjado, vermelho) e as regides de framework estdo em preto para
LimAb7 e cinza para scFvshLi7.

4.4 MINIBODY-scFv45-Cp3hLi7 - DESENHO, CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO
DO FRAGMENTO DE ANTICORPO RECOMBINANTE.

Com intuito de aumentar o tamanho da molécula e favorecer o processo de
reconhecimento e neutralizacdo das fosfolipases por impedimento estérico, foi
adicionado a sequéncia do scFvsshLi7 um dominio constante pesado (CH3) de
imunoglobulina IgG1 humana apés a regido de arcabougo (hinge) o que permite a
dimerizagdo deste fragmento e a expressdo com tamanho intermediario, de

aproximadamente 80 kDa. O gene, denominado scFv4s-Cn3hLi7 (minibody), foi
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construido e sintetizado pela Genscript® em vetor de clonagem pUC57, constituido
das sequéncias humanizadas de IGVH de LimAb7 ligado ao dominio IGVK através
de um ligante flexivel (GlysSer); e fusionado ao CH3. Sitios de restricdo foram
introduzidos nas extremidades 3’ e 5’, de modo a facilitar a clonagem (FIGURA 18A).
Apods a confirmagao do sequenciamento (FIGURA 18B) o gene foi transferido para
vetor de expressdo pSW e utilizado para transformar diferentes cepas de bactérias
E. coli AD494pLysS, BL21 (DE3), HB21 e Rosetta. A FIGURA 18C mostra a
presenca do inserto contendo aproximadamente 1.200 pares de bases, nas
bactérias que foram corretamente transformadas e os numeros circulados
correspondem aos clones selecionados para a expressao da proteina recombinante.

Apenas bactérias da cepa BL21 nao apresentaram o inserto.

FIGURA 18: MINIBODY scFv45-C3hLi7.
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B
Sequenciamento Minibody-scFv,s-CH3hLi7

AMAQVOLOQSGAEV***#**xxk5CKASGYAFSSSWMNWVROQAPGQG*****RIYPGDGDTNYNQKF
QGRVTMTRDTSTST*****SSLRSEDTAVYYCARWTYGYSKYYYFDDWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSDIOMTOSPSSLSASVG*****TCRASQSLLWNVNENNYLSWYQQKPGKA***LIYGASILESGVPSR
FSGSGSGTDFTLTIS*****DFATYYCOQHNHGSFLPYTFGQGT
GQPREPQVYTLPPSRD*****QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ****YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNV*****MHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGASHHHHHH-

BL21 AD494 Rosetta

FONTE: a AUTORA, 2019.

LEGENDA: desenho, construgéo e sequenciamento do gene sintético. A- Representacao
esquematica do scFv45-Cy3hLi7 (minibody). B- Sequencia do scFv45-Cy3hLi7 contendo cadeia
variavel pesada, linker, cadeia variavel leve, regido de arcabougo (hinge), cadeia constante CH3. C-
Gel agarose 1,5% mostrando o inserto nas diferentes cepas de E. coli apos reagéo de PCR . Os
nameros circulados correspondem as colbénias escolhidas de cada cepa.

As diferentes cepas foram submetidas a expressdo da proteina
recombinante na tentativa de selecionar a mais eficaz para expressdo desse

fragmento. Na FIGURA 19A verificou-se que o fragmento proveniente da cepa
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Rosetta apresentou baixo reconhecimento e inespecificidade frente as proteinas do
veneno, o mesmo perfil de interagcdo foi observado para a cepa HB21 com
reatividade ainda menor. Apenas o extrato da bactéria AD494 contendo o scFv4s-
Cn3hLi7 foi eficiente em reconhecer prioritariamente proteinas presentes no veneno
de L. intermedia mantendo o mesmo perfil da molécula parental LimAb7. Dessa
forma esse fragmento foi expresso e obtido sob diferentes estratégias de purificagao
(Sepharose-proteina A, Sepharose-proteina G, Sepharose-veneno Li, Sepharose-Ni,
Agarose-Ni, Hi-Trap 1mL). No entanto, para todas essas estratégias verificou-se um
baixo rendimento, em torno de 9 pg/L e, mesmo com a HITRAP teve eficiéncia de 15
Mg/L. A FIGURA 19B mostra que o fragmento, purificado pela HITRAP, foi eluido
com gradiente de 0-100% de uma solugédo contendo 500 mM imidazol. Os numeros
da FIGURA 19B inferem as fragdes eluidas e a presenca do scFv4s-Cy3hLi7 nas
ultimas fracdes correspondem a concentracdo de aproximadamente 500 mM de
imidazol. Os dimeros formados apds expressao apresentam massa molecular de
aproximadamente 85 kDa e quando nao estdo dimerizados a massa molecular
avaliada é de aproximadamente 43 kDa. Esses dados permitiram a verificacdo da
eficiéncia de expressao e purificagdo do minibody através de analise de SDS-PAGE
e Western Blotting. O extrato periplasmatico do fragmento scFv45-Cx3hLi7 foi
avaliado em diferentes diluicdes frente ao veneno de L. intermedia. Como visto
anteriormente para os ensaios de ELISA, o marcador do fragmento com o sitio de
interacdo para a proteina L mostrou melhores resultados quando comparado ao
marcador com tag de histidina. Observou-se que a reatividade frente ao veneno
diminui a medida que o extrato periplasmatico é diluido sugerindo a presenga do
fragmento no extrato, sendo que quanto maior a reatividade possivelmente maior a
concentracdo deste, bem como a interagdo com o0 veneno sugere que este
fragmento é funcional (FIGURA 19C). A habilidade de ligagdo do extrato
periplasmatico contendo o scFv45-Cy3hLi7 a toxina foi comparada com outros extrato
contendo o scFvsLimAb7 ou o scFvyshLi7. A reatividade para o scFv45-Cy3hLi7 foi
maior frente ao veneno que os demais fragmentos testados (FIGURA 19D). Para
avaliar o potencial de neutralizacdo in vitro deste fragmento, diferentes
concentracbes de scFv45-Cy3hLi7 foram incubados com eritrocitos humanos na
presenga de 2,5 ug/mL de veneno de L. intermedia. Na concentragao de 320 pmol

do fragmento houve diminuigdo da atividade hemolitica (FIGURA 19E).



69

FIGURA 19: CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E FUNCIONAL DO scFv;5-C3hLi7 (MINIBODY).
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: A- Western blotting. 10 ug de proteinas dos venenos foram separadas por SDS-PAGE
12,5% e transferidas para membrana de PVDF. Incubado extratos periplasmaticos das diferentes
cepas de E. coli por 16h/4°C. As bandas foram detectadas com uso de anti-histidina (1:1000) por
1h/37°C seguido de anti-mouse HRP(1:4000) por 1h/37°C. Revelagao foi observada por 2min de
exposicao no filme de raio-x por quimioluminescéncia (ECL). B- 30 yL de scFv5-C3hLi7 (purificado
em Hi-Trap) com agente redutor (betamercaptoetanol) foram separadas por SDS-PAGE 15% e
transferidas para membrana de nitrocelulose. Os numeros representam os tubos referentes ao
gradiente de eluigdo com imidazol (0-100%). Apds bloqueio por 16h/4°C, o fragmento de anticorpo foi
detectado com anti-histidina (1:1000) por 1h/37°C seguido de anti-mouse HRP (1:4000) por 1h/37°C.
A membrana foi exposta a DAB e cloronaftol para visualizagao das bandas. C e D - ELISA indireto.
Imobilizado 5 ug/mL de veneno de Li por 16h/4°C, incubado com extrato periplasmatico contendo
Cp3hLi7 titulado ou sem inserto (controle negativo, C-) (C) ou 100 pL de diferentes extratos
periplasmaticos contendo fragmentos (scFv4sLimAb7, scFv4shLi7 ou scFv45-C3hLi7). Detecgéo deu-
se com proteina L-HRP (1:2000) (C e D), anti histidina (1:1000) (C) ou anti-mouse HRP(1:4000) (D)
por 1h/37°C. Solugéo contendo OPD foi adicionada e apds 15 minutos a absorbéancia foi lida em um
leitor a 490 nm. E- eritrocitos humanos (10° células) foram incubados com 2,5 pg/mL de veneno de Li
e diferentes concentragdes do anticorpo scFv5-Cy3hLi7 (0 - 320 pmol). Controle para neutralizagéo:
320 pmolL de anticorpo policlonal de cavalo anti Li (anti Li). A porcentagem de reatividade foi
determinada utilizando os valores do controle positivo (Triton X-100) como 100% de hemolise (C+).
Ringer foi usado como controle negativo (C-). A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm.
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No entanto, de acordo com o observado pelo SDS-PAGE e western blotting
nao foi possivel a obtencdo do fragmento puro tendo necessidade de altas
concentragdes da molécula para neutralizacao da atividade hemolitica. Apesar das
bactérias apresentarem-se como bons sistemas de expressdao de proteinas
heter6logas dependendo da construgdo da proteina a ser expressa, sistemas
evolutivamente mais desenvolvidos sao necessarios para a expressiao de
fragmentos mais elaborados como no caso do scFvys-Cy3hLi7. Contudo,
independente do sistema de expressao, faz-se necessario avaliar a sequéncia da
molécula, pois esta pode interferir na estabilidade e, assim influenciar na expresséo,

rendimento e funcionalidade da mesma.

4.5 REDESENHO, CONSTRUCAO E ANALISE ESTRUTURAL DO FRAGMENTO
DE ANTICORPO RECOMBINANTE scFvishLi7m E scFvshLi7m (DIABODY)

Considerando os achados na literatura e a analise de docking que sugerem
que o epitopo reconhecido pelo LimAb7 é préximo ao sitio catalitico da rLiD e que o
processo de humanizagédo da primeira geragéo de fragmentos scFvs-hLi7 conduziu
a um deslocamento entre a ligacdo da molécula ao epitopo e, uma possivel
alteracdo na interagcdo antigeno-anticorpo, tornou-se necessario redesenhar o
fragmento, pois alterando apenas o tamanho da molécula (scFv15-Cy3hLi7) n&o foi
capaz de solucionar essa questdo. Primeiramente, duas mutagdes reversas
(backmutation) (F 103> Y em IGHV e P 46> Q em IGKV de acordo com a
numeragao fornecida pelo IMGT) na sequéncia do fragmento de anticorpo
humanizado foram realizadas. Posteriormente, essa nova versdo do anticorpo
humanizado foi produzido em dois formatos: um scFv monomérico designado como
scFvishLi7m e um scFv dimérico denominado diabody scFvshLi7m. Para a
construgdo do diabody o inserto referente ao scFv monomérico foi utilizado. O
inserto génico que codifica o scFv apresenta entre o gene de VH e VL uma regido
que codifica 15 aminoacidos responsaveis pela juncdo do VH ao VL. Nessa regiao
estdo contidos dois sitios para a enzima BamHI. Ao submeter esse inserto a
digestdo enzimatica com BamHlI, foi possivel reduzir a regido de jungao para uma
regiao que codifica apenas 5 residuos de aminoacidos. A diminuigdo na regidao de
juncdo impede a flexibilidade de dobramento da molécula, o que favorece a
dimerizacao entre elas (FIGURA 20).
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FIGURA 20: REDESENHO DO GENE PARA O FRAGMENTO DE ANTICORPO HUMANIZADO COM
A MUTACAO REVERSA.
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FONTE: MORETTO, 2018
LEGENDA: Representagao esquematica do cassete do gene para o fragmento no formato
monomeérico scFvshLi7m e no formato dimérico (diabordy) scFvshLi7m através da reagao de digestao
enzimatica pela enzima de restricdo BamHl|, reduzindo o linker a cinco residuos de aminoacidos.

Analises realizadas apds as mutagdes reversas mostraram que o packing
angle entre VH / VL (-42,8) do fragmento de anticorpo foi restaurado sugerindo o
reestabelecimento da topografia original do local de ligagcdo ao antigeno e
possivelmente a estabilidade estrutural do paratopo. A pontuagdo de humanizagao
(escore — Z) das sequéncias de VH e VL humanizadas apds mutagdes reversas
foram -0,1 e -0,4, respectivamente; valores diminuidos consideravelmente quando
comparados aos valores para o fragmento murino e/ou 0 humanizado o que sugere
menor risco de imunogenicidade ja que o considerado como valores de baixa

imunogenicidade encontram-se proximos de 0 (TABELA 6).

TABELA 6: ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS SEQUENCIAS DAS REGIOES VARIAVE~IS
MURINAS DO ANTICORPO LimAb7 COM AS HUMANIZADAS ANTES E APOS MUTACAO
REVERSA

Dominio Variavel Total (CDR + Framework) Regiao de Framework
Murino Humanizado Humanizado apés mutagao reversa
Identidade Escore Identidade Escore Identidade Escore FR1 FR2 FRS3
% -Z % -Z % -Z % identidade
IGHV 67,3 -1,132 86,7 -0,080 87,8 -0,1 100 100 91,1
IGKV 71,0 -1,644 84,2 -0,232 83,0 -0,4 88 93,3 100
Packing -42.,8 -45.4 -42.,8

angle

FONTE: a AUTORA, 2019
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46 CLONAGEM E AMPLIFICA(;AO DOS GENES CODIFICANTES PARA OS
FRAGMENTOS HUMANIZADOS APOS MUTAC}AO REVERSA scFvishLi7Tm E
scFvshLi7m.

Para clonar os insertos referentes aos fragmentos scFvishLi7m e
scFvshLi7m estes foram inseridos separadamente no vetor pET-22b (+) e bactérias
TOP 10 foram transformadas para a amplificacdo do inserto. Os clones crescidos em
meio LB agar (na presenca de antibidtico) foram selecionados para a confirmagéo da
transformacgéo. Apds extracao e purificagdo do vetor, foi possivel visualizar em gel
de agarose o vetor nas suas trés formas conformacionais: acima de 10000 e,
aproximadamente, 10000 e 4000 pares de base, correspondendo ao vetor na forma
de dimerizada, circular relaxada e supercoiled (superenovelado), respectivamente
(FIGURA 21A e 21B). Apds confirmacao da transformacao das 6 coldnias, os seus
plasmideos purificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Not/ e Ncol,
com o intuito de verificar a presenga do gene de interesse, através da eletroforese
em gel de agarose. O corte com essas enzimas resultou em dois fragmentos, o
inserto com 809 pares de base correspondente ao gene de interesse que codifica
para o fragmento de anticorpo, ja que para a cadeia pesada temos 450 pb e cadeia
leve 350 pb mais a regido codificante do ligante (total ~800pb), e o vetor linearizado
sem inserto com 5493 pares de base (FIGURA 21C resultado para scFvishLi7m). Os
mesmos resultados foram visualizados para scFvshLi7m (dados ndo mostrados).
Realizou se também o sequenciamento do material genético obtido das colénias de
E. coli positivas para o pET-22b (+) + inserto scFvishLi7m ou inserto scFvshLi7m.
Verificou-se que nenhuma mutacdo foi inserida ao longo dos processos de
amplificagao do vetor (FIGURA 21D e 21E).
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FIGURA 21: CLONAGEM E AMPLIEICAQAO DOS GENES CODIFICANTES PARA OS
FRAGMENTOS HUMANIZADOS APOS MUTACAO REVERSA scFvishLi7m e scFvshLi7m.
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D Sequenciamento scFthli7m
>AGGGTTCAATTTACCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGC
CGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGG CCGCGATGGCA#+

CAACTGCAGCAAAGTGGTGCGGAAGTCAAAAAACCGGGCGCGAGCGTGAAAGTCTCATGTAAAGCGT
CAGGTTATGCTTTTAGCTCTAGTTGGATGAATTGGGTCCGTCAGGCCCCGGGTCAAGGTCTGGAA™™ G
GTCGCATTTACCCGGGCGATGGTGACACCAACTATAATCAGAAATTCCAAGGCCGTGTTACCATGACGC
GCGATACCTCGACGAGCACC****ATGGAACTGTCCTCACTGCGTAGTGAAGATACGGCTGTTTATTTCT
GCGCGCGCTGGACCTACGGTTATAGCAAATACTACTACTTCGATG******GCCAGGGTACCCTGGTGACCG
TTAGCAGCGGCGGTGGCCEGATCCCCGCGGTGGCCGTAGCGGCCCGTCGGCGGATCCGATATTCAGATGACC
CAATCCCCGTCTAGTCTGTCTGCCAGTGTCGGTGACCGTGTGACGATCACCTGTCGCGCATCCCAGTCA
CTGC****ACGTGAATGAAAACAATTACCTGTCTTGGTATCAGCAAAAACAGGGCAAAGCCCCGAAACT
GCTGATTTACGGTGCAAGTAT****ATCCGGCGTTCCGTCACGTTTTTCGGGCAGCGGTTCTGGCACGGA
TTTCACGCTGACCATTTCCTCACTGCAACCG****TTCGCGACCTACTATTGCCAACATAATCA*****CTTT
CTGCCGTATACGTTCGGTCAGGGCACCAAACTGGAAATCAAGGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCA
CCACCACTGAGATCCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGGAAGCTGAGTTTGGCTGCTGCCACCGCTGA
GCAAATATTAACTATAGCCA

Ncol= ; (Gly,Ser);=GGCGGTGGCGGATCCGGCGGTGGCGGTAGCGGCGGTGGCGGATCC
BamHI=GGATCC; Notl=GCGGCCGC; His-tag=CACCACCACCACCACCAC

E Sequenciamento scFvihLiTm

>TACGGGTCAATTCCCTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGG
GATGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGG CCGCGATGGCA™CA
ACTGCAGCAAAGTGGTGCGGAAGTCAAAAAACCGGGCGCGAGCGTGAAAGTCTCATGTAAAGCGTCA
GGTTATGCTTTTAGCTCTAGTTGGATGAATTGGGTCCGTCAGGCCCCGGGTCAAGGTCTGGAA*+GGT
CGCATTTACCCGGGCGATGGTGACACCAACTATAATCAGAAATTCCAAGGCCGTGTTACCATGACGCGC
GATACCTCGACGAGCACC*****ATGGAACTGTCCTCACTGCGTAGTGAAGATACGGCTGTTTATTTCTGC
GCGCGCTGGACCTACGGTTATAGCAAATACTACTACTTCGATG****GCCAGGGTACCCTGGTGACCGTT
AGCAGCGGCGGTGGCGGATCCGATATTCAGATGACCCAATCCCCGTCTAGTCTGTCTGCCAGTGTCGG
TGACCGTGTGACGATCACCTGTCGCGCATCCCAGTCACTGC*****ACGTGAATGAAAACAATTACCTGT
CTTGGTATCAGCAAAAACAGGGCAAAGCCCCGAAACTGCTGATTTACGGTGCAAGTAT****ATCCGGC
GTTCCGTCACGTTTTTCGGGCAGCGGTTCTGGCACGGATTTCACGCTGACCATTTCCTCACTGCAACCG
HTTCGCGACCTACTATTGCCAACATAATCA™****CTTTCTGCCGTATACGTTCGGTCAGGGCACCAAA
CTGGAAATCAAGGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAG
CCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAAAATATAACTAAGGCCAC

Ncol= ; (Gly,Ser);=GGCGGTGGCGGATCC
BamHI=GGATCC; Noti=GCGGCCGC; His-tag=CACCACCACCACCACCAC

FONTE: a AUTORA, 2018

LEGENDA: A e B - Gel de agarose 1% apos extragdo de DNA plasmidial confirmando a presenga do
vetor na bactéria TOP10. Numeros representam as colénias. As setas indicam as possiveis formas do
vetor. C - Gel de agarose 1% apoés reacao de digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo Ncol
e Notl, verificando a presenca do vetor (5493pb) e do inserto (809 pb). Numeros representam o
produto de digestao do DNA plasmidial . M=marcador molecular. pb=pares de base. D e E- resultado
do sequenciamento obtido a partir do produto de miniprep purificado confirmando o gene para o
scFvshLi7m e scFvshLi7m. *=bases omitidas por se tratar de sequéncia passivel de patente.

Tendo sido evidenciada a correta construcdo e amplificagcao do vetor pET-22b

(+) + scFv e também pET-22b (+) + diabody, a proxima etapa foi a transformacéo de

diferentes cepas de bactérias E. coli para verificar qual maquinaria apresenta melhor

mecanismo de expressdo para esses fragmentos. As cepas avaliadas foram

AD494pLysS, BL21 star, Rosetta e HB2151. Primeiramente, para avaliar a correta

transformacao, de alguns clones de cada cepa transformada foram analisados por

PCR de colbnia. Os iniciadores (primers T7) utilizados na reagéo para amplificagao

da regido de interesse amplificaram um fragmento de 1029 pares de base
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correspondente ao tamanho esperado para o inserto com a utilizagdo deste
iniciador, validando a transformacdo das colbnias avaliadas. Dos dois clones
escolhidos para a cepa AD494pLysS, apenas um foi eficientemente transformado,
tanto para a transformagdo com o vetor + scFv quanto para o diabody, sugerindo
que essa cepa AD494pLysS apresente uma maior resisténcia a metodologia de
preparacao utilizando a técnica de quimiocompeténcia. Nao foi possivel verificar
diferenca entre o tamanho do fragmento scFv em relagdo ao diabody, mas isso ja
era esperado porque a redugdo de uma regido codificante de 15 residuos de
aminodacidos para 5 nao é o suficiente para gerar uma alteragao visivel na migragao
em gel de agarose, mas confirma a introdug¢éo do vetor nas bactérias (FIGURA 22).

FIGURA 22: PCR DE COLONIA DAS CEPAS DE EXPRESSAO.
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: gel de agarose 2% ap6s PCR de colbnia verificando a presenca do gene do scFv (A) e do
diabody (B). M= marcador molecular. Controle negativo (C-): reagdo de PCR sem colénia.

Ambos os fragmentos scFvishLi7m e scFvshLi7m foram expressos nas
diferentes cepas de bactérias aqui transformadas, sendo induzidos a secretar a
molécula recombinante para o espaco perisplasmatico por acdo da sequéncia pelB
presente no vetor pET 22b (+) (FIELDS et al, 2013). O emprego de diferentes cepas
visa avaliar qual maquinaria bacteriana apresenta melhor estratégia para a produgao
de maiores concentragdes dos fragmentos. Para avaliar os extratos periplasmaticos
obtidos quanto a presencga de quantidades de fragmento, estes foram testados frente
ao veneno de L. intermedia pela técnica de ELISA. Para a deteccéo da reatividade
do fragmento frente ao veneno, duas estratégias foram utilizadas: o fragmento
apresenta dois marcadores na sua estrutura, uma cauda de poli-histidina e sitio de
interagdo com proteina L. Para evidenciar o fragmento foram empregadas moléculas
marcadas que interagem com esses marcadores, tais como um anticorpo anti-tag de
histidina e anti-mouse marcado com enzima HRP e proteina L também marcada com

uma enzima. Primeiramente, os extratos periplasmaticos contendo o fragmento
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scFvyshLi7m foram testados. Foi possivel observar que o marcador do fragmento
contendo o sitio de interacdo para a proteina L apresentou melhores resultados
quando comparado ao marcador cauda de histidina (FIGURA 23A e 23C). N&o foi
possivel evidenciar reatividade do fragmento frente ao veneno quando a deteccgao foi
realizada pela adigdo de IgG anti-histidina, sendo estas reatividades comparaveis ao
controle negativo que sdo os extratos periplasmaticos de bactérias néo
transformadas (FIGURA 23C e 23D). No entanto, a detec¢gdo com proteina L-HRP
demonstrou que os extratos periplasmaticos das cepas AD494pLysS, BL21 star e
Rosetta produziram os fragmentos e estes reconhecem o veneno. Ja a cepa
HB2151 parece nao apresentar maquinaria especifica para a produgdo do
fragmento. Esses resultados sé&o corroborados pela auséncia de reatividade dos
extratos das bactérias n&o transformadas (FIGURA 23B). Os extratos
periplasmaticos do fragmento scFvshLi7m também foram testados. Como visto
anteriormente para os ensaios de ELISA, o marcador do fragmento com o sitio de
interacado para a proteina L apresentou melhores resultados quando comparado ao
marcador do tag de histidina, entdo prosseguiu-se a detecgdo do diabody apenas
por proteina L-HRP. Verificou-se que o extrato da cepa AD494plLysS apresentou
maior reatividade frente ao veneno, seguida das cepas BL21 star e Rosetta
(FIGURA 23E), assim como observado para o scFvishLi7m. O extrato da cepa
HB2151 apresentou reatividade muito baixa, similar a dos extratos das cepas nao

transformadas usadas como controle negativo da reagcédo (FIGURA 23F).
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FIGURA 23: ELISA DIRETO DO EXTRATO PERIPLASMATICO DAS CEPAS DE EXPRESSAO DO
scFvshLi7m e scFvshLi7m.
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FONTE: a AUTORA, 2019.

LEGENDA: a placa foi imobilizada com 5 ug/mL de veneno de L. intermedia, os extratos foram
incubados em diversas dilui¢cdes, a reatividade foi verificada através de proteina L-HRP (1:2000) (A,
B, E e F) e anticorpo anti-histidina (1:1000) e anti-mouse-HRP (1:4000) (C e D), e o substrato foi
TMB. O extrato periplasmatico das cepas sem vetor foi utilizado como controle negativo. Barras
indicam o erro padrao das médias.
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O objetivo da utilizagdo de varias cepas de bactérias, com respectiva
caracterizacao foi tentar identificar qual a cepa mais adaptada para a produgao dos
fragmentos de interesse e se estes se apresentavam em condigéo funcional. Neste
sentido, a escolha de uma das cepas para expressao e purificagdo dos fragmentos
foi baseada na reatividade (absorbancia) dos extratos frente ao veneno total de Li.

Esta reatividade sugere a presenca do fragmento no extrato, sendo que quanto
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maior a reatividade possivelmente maior a concentragao de fragmento, bem como a
interagdo com o veneno sugere que estes fragmentos sdo funcionais. As cepas que
produziram os fragmentos scFv e diabody e que apresentaram maior reatividade
foram a AD494pLysS, seguida da BL21 star. Levando em consideragao que 0 grupo
(KARIM-SILVA et al, 2016) trabalhou previamente com as cepas AD494pLysS e
BL21, e foi visto que a primeira apresentava maior eficiéncia na producdo dos
fragmentos recombinantes, tanto para scFv quanto para diabody, decidiu-se

prosseguir este trabalho utilizando a cepa de expressdo AD494plLysS.

4.7 CARACTERIZAQAO IMUNOQUIMICA E FUNCIONAL DOS FRAGMENTOS
scFv4shLi7m E scFvshLi7m.

Os dois fragmentos foram expressos em cepa E. coli AD494plLysS. Os
fragmentos que s&o direcionados para o espacgo periplasmatico da bactéria foram
extraidos por choque osmodtico e consequente rompimento da parede celular para
obtencao do extrato periplasmatico. Para a purificacdo dos fragmentos, foi utilizada
cromatografia de afinidade em coluna de proteina L-agarose. O gel de eletroforese
evidencia o perfil protéico das amostras apds a extracao periplasmatica e purificacéo
dos fragmentos. O fragmento recombinante scFvishLi7m €& caracterizado por
apresentar um perfil eletroforético com massa molecular de 27 kDa. A presenca
deste perfil foi observada na amostra apés a extracao periplasmatica; porém, em
meio a outras tantas proteinas provenientes da propria bactéria. Entretanto, apds a
purificagcdo do fragmento, apenas uma unica proteina foi verificada, sugerindo a
eficacia na purificagdo. O diabody scFvshLi7m, apesar de formar dimeros de scFv
por causa do ligante reduzido e apresentar uma massa molecular de
aproximadamente 50 kDa, quando em eletroforese, esses dimeros sao desfeitos e
visualiza-se uma proteina com a mesma massa de um scFv. Quando se observou as
amostras do extrato periplasmatico do diabody, foi possivel confirmar a presenga de
uma proteina com massa em torno de 27 kDa. No entanto, nas amostras apés
purificagdo quase nao foi possivel a visualizagcdo da proteina (FIGURA 24A). O
fragmento scFv parece ter sido expresso em maior quantidade, o que favoreceu a
purificacdo e visualizagdo no gel. A expressdo do fragmento scFv parece ter sido
mais eficiente quando comparada a expresséo do diabody. Através da eletroforese,

foi possivel avaliar o perfil das amostras dos extratos periplasmaticos e fragmentos
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purificados e sugerir que os fragmentos foram produzidos dada a similaridade das
massas moleculares das proteinas analisadas. Para a confirmacéo da presenca dos
fragmentos de anticorpos, foi empregada a técnica de Western blotting. Nas
amostras do scFv apenas uma banda de, aproximadamente, 27 kDa foi visualizada
e esta banda é muito mais evidente nas amostras apds purificacdo. Nas amostras de
diabody, também foi observada uma banda em torno de 27 kDa e, diferentemente do
que foi visto na eletroforese, foi possivel a verificagdo do fragmento apods a
purificacdo, mas parece que ha uma perda quando a amostra é dialisada. Outra
constatacao importante € a presenca de varias bandas na amostra referente ao
extrato periplasmatico nao soluvel, na qual além da presenca da banda em torno de
27 kDa outra banda mostra-se bastante evidente com massa molecular de,
aproximadamente, 50 kDa podendo ser o fragmento na sua estrutura dimerizada ou
formacao de agregados (FIGURA 24B). Tendo em vista que, o fragmento no formato
scFvshLi7m apresentou contaminantes e baixo rendimento quando purificado por
proteina L, foi utilizado a coluna de Ni-Sepharose e eluicdo manual com 250 mM e
500 mM de imidazol, no qual o resultado da eluicdo é demonstrado na FIGURA 24C.
A eluigdo com concentragao de 500 mM apresentou maior rendimento, com 47 ug/L
de cultura bacteriana. Para a confirmacgao da especificidade de reconhecimento dos
fragmentos scFv4shLi7 e scFvshLi7m, os componentes dos venenos de Loxosceles
foram separados por migracédo eletroforética e transferéncias das proteinas para
membrana de nitrocelulose. Apds a realizacdo do western blot foi possivel observar
duas bandas de aproxidamente 32 e 35 kDa apenas para o veneno de L. intermedia
mostrando que o fragmento permanece com o mesmo perfil de reconhecimento e
especificidade da molécula parental LimAb 7 (FIGURA 24D). A habilidade de
interagdo entre o fragmento humanizado ndo mutado scFvshLi7 e o fragmento com
a mutacao reversa scFvshLi7m frente a toxina também foi avaliada. A FIGURA 24E
demonstra que o scFvshLi7m foi capaz de reconhecer o veneno de L. intermedia

com maior reatividade que o scFvshLi7.
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FIGURA 24: VALIDAGAO DA EXPRESSAO DOS FRAGMENTOS scFv;shLi7m e scFvshLi7m.
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FONTE: a AUTORA, 2019
LEGENDA: A - SDS-PAGE 12,5% corado por azul de Coomassie. B - Western blotting dos
fragmentos purificados. A revelagao foi feita com anti-histidina (1:1000) e anti-mouse-HRP (1:4000), e
evidenciada com ECL. Amostras: extrato periplasmatico dialisado centrifugado (linha 1); fragdo que
nao se ligou a coluna de proteina L (linha 2); extrato periplasmatico néo soltvel (linha 3); purificado
em tampao glicina pH 2,2 (linha 4); fragmento purificado apés a dialise em tampé&o PBS (linha 5) M —
membranas de nitrocelulose coradas por ponceau apoés transferéncia, evidenciando o marcador de
massa molecular.. O retangulo indica as proteinas referentes ao scFv e diabody. A seta indica a
provavel presencga do diabody na forma dimérica. C - Analise da purificagdo do scFvshLi7m por SDS-
PAGE sob condi¢bes nao redutoras. (Ext) extrato periplasmatico; (FT) fracdo que nao se ligou a
coluna; (Fv1) e (Fv2) fragmento variavel purificado por cromatografia de imunoafinidade Ni-
sepharose, eluido com 250 mM e 500 mM, respectivamente; (Fv3) scFv irrelevante; (MW) Marcador
de massa molecular. Gel corado com Coomassie blue. D- Western blot apés transferéncia do SDS-
PAGE 15% de venenos de Loxosceles (10 ug) sob condigdes ndo redutoras. A esquerda proteinas
coradas por Ponceau e a direita membranas de nitrocelulose incubadas com extratos periplasmatico
contendo scFvLisshLi7m ou scFvLishLi7m, evidenciados por PpL-peroxidase (1:4000). (MW) Marcador
de massa molecular (Sigma M3913). Li: L. intermedia; Lg: L. gaucho; LI: L. laeta. E- ELISA direto:
imobilizado L. intermedia (2,5 ug/mL) e adicionado quantidades crescentes de scFvshLi7(e) ou
scFvshLi7m (m). Imunocomplexos foram detectados com PpL-peroxidase (1:2.000).

4.8 POTENCIAL DE NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO
DOS DIFERENTES FRAGMENTOS PRODUZIDOS

Para avaliar a capacidade dos fragmentos de anticorpos humanizados em

inibir os efeitos hemoliticos do veneno de L. intermedia, foram realizados ensaios de
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hemdlise, na presengca ou auséncia do sistema complemento. Diferentes
quantidades de fragmentos de anticorpos humanizados foram incubadas com
eritrécitos humanos na presencga de veneno de L. intermedia (0,75 e 10 yg/mL). O
scFvshLi7m (em todas as molaridades) foi capaz de inibir 100% da atividade
hemolitica do veneno (0,75 pg/mL), quando comparado as variantes humanizadas
scFvshLi7 / scFvshLi7m (FIGURA 25A). A hemodlise dos eritrécitos desafiados com
veneno (10 pg) foi fortemente inibida (> 90%) na presenga de 200 pmol scFvshLi7m,
quando o sistema complemento estava ausente. Quando o soro normal humano
(NHS) foi adicionado aos eritrocitos previamente incubados com
veneno+scFvshLi7m, foi observada uma inibicdo de até 68% da hemdlise
dependente do complemento (FIGURA 25B). O soro policlonal de cavalo anti-Li (1:
500) foi usado como controle positivo para a inibicdo da hemdlise. Um scFv anti-
DHEA (FOGACA et al., 2018) irrelevante também foi empregado como controle

negativo.

FIGURA 25: ENSAIO DE NEUTRALIZAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO.

A B
W 25pmol 12.5pmol com NHS m
100+ - 1004 — =y
NHS =
80+ 80 NHS

60+

% Inibigao
% Hemolise
N
(=]

L

40~ 404 :
20-]l l 20
0-
) ) Q

T
aDHEAscFv scFv15hL|7 scFv15hL|7m scFvshLi7m LY. @ \QQ
i scFvshLi7Tm

FONTE: a AUTORA, 2019.
LEGENDA: A- Inibic&do da atividade hemolitica. Eritrocitos humanos foram incubados com veneno de
L. intermedia (Li) (0,75 pg) na presenca de diferentes concentra¢cdes molares de anticorpos (em preto
50 pmol, cinza escuro 25 pmol e cinza claro 12,5 pmol) por 24 h sob agitagédo suave (37 °C). Tampao
ringer foi usado como controle negativo. Inspecao visual das amostras é representada em relagao
aos respectivos fragmentos de anticorpos. B- Ensaio hemoalitico in vitro. Eritrécitos humanos foram
incubados com veneno de Li (10 ug) e diferentes concentragdes de anticorpos na presencga (cinza) ou
auséncia (preto) de soro normal humano (NHS). scFv aDHEA (200 pmol) e SALox (1:500) foram
usados como controles negativo e positivo, respectivamente. Os resultados sdo expressos em
porcentagem de lise, considerando o veneno sem a presenga de anticorpo como 100% de hemolise.
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5 DISCUSSAO

O loxoscelismo é considerado um problema de saude publica e, em especial
no Parana, onde o numero de casos ftriplicou na ultima década em relagdo ao
trabalho publicado por Marques-da-Silva e Fischer (2005). Ha mais de um século o
tratamento com antiveneno, produzido em cavalo, tem sido usado na clinica
terapéutica para o envenenamentos; porém, o soro empregado contém uma mistura
de proteinas que pode ocasionar reacbes adversas, principalmente quando
administrado em multiplas doses (LEGER et al., 2011 ; LAUSTSEN et al., 2016 ;
WANG et al., 2019). A producédo do soro antiloxoscélico ou antiaracnidico é
laboriosa, e assim como a maioria de outros antivenenos, necessita de ambiente
adequado para o animal imunizado, longo periodo (12 meses) para a obtencédo do
soro, além de grandes quantidades de venenos (ALVARENGA et al., 2014,
LOVRECEK e TOMIC, 2011; LUCAS, 2015). No Brasil, a demanda pelo soro
antiloxoscélico é de 22.000 ampolas por ano, aproximadamente. Para isso, estima-
se que sao necessarias mais de 36.000 aranhas que devem produzir 1.800 mg de
veneno (FIGUEIREDO et al., 2014). Alguns autores apontam o uso de anticorpo
monoclonal como futura alternativa para tratamento de loxoscelismo (ALVARENGA
et al.,, 2003; DIAS-LOPES et al., 2014). O anticorpo monoclonal LimAb7
(ALVARENGA et al., 2003) reconhece e neutraliza a acédo esfingomielinasica do
veneno de L. intermedia. Existem trabalhos que sugerem o uso de fragmentos de
anticorpos recombinantes a partir do anticorpo monoclonal para envenenamento por
serpentes e escorpides (AUBREY et al.,, 2003; DI TOMMASO et al.,2012;
RONCOLATO et al., 2013; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2016). Karim-Silva et
al. (2016) e Jiacomini et al. (2016) propuseram os primeiros fragmentos de
anticorpos murinos com capacidade de detectar toxinas do veneno, como também
neutralizar in vitro, alguns dos principais efeitos deletérios do loxoscelismo,
respectivamente.

A humanizacéao de anticorpos, descrita em 1986, tem sido proposta a fim de
reduzir a imunogenicidade de anticorpos murinos empregados em tratamento em
humanos, e para isso, sdo propostos diferentes métodos (SAFDARI et al., 2013;
AHMADZADEH et al., 2014 ; LAUSTEN et al., 2018). Apesar de existirem scFvs
humanos capazes de reconhecerem toxinas escorpidnicas, ainda nao existe nenhum
trabalho para aranhas (LAUSTSEN et al., 2016). Nesse estudo foi sintetizado o
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fragmento de anticorpo recombinante no formato de scFv com mutagbdes pontuais
em regido de framework (scFvishLi7) para assim aproximar a identidade do
fragmento com uma molécula humana. Os resultados obtidos sugerem que o scFv
humanizado manteve o mesmo padrao de reconhecimento frente ao veneno de Li
apresentado pela IgG nativa, semelhante ao demonstrado por Di Tommaso et al.
(2012), com fragmentos de anticorpos; no entanto, dirigidos contra toxinas
escorpidnicas. Entretanto, apesar do scFvyshLi7 manter a capacidade de
reconhecimento observada por testes de ELISA, este necessita de pelo menos 38
Mg/mL para competir em 50% com 1 pg/mL de LimAb7. Holliger et al. (2005) e Kim et
al. (2014) referem que as mutagdes necessarias para humanizagédo podem
aumentar e/ou diminuir a afinidade de ligagédo, assim como a orientagao de VH-VL
pode favorecer a solubilidade do fragmento e, consequente estabilidade.

Tendo em vista que o scFv4shlLi7 possui um tamanho reduzido quando
comparado com o anticorpo inteiro, acredita-se que essa caracteristica possa
influenciar na capacidade de neutralizagéo por impedimento estérico (DE MOURA et
al., 2011; KARIM-SILVA et al., 2016; LAUSTSEN et al., 2018). Para confirmar essa
hipétese foi produzido um fragmento maior, monomérico de 43 kDa que se dimeriza
apés sua expressao formando uma molécula de aproximadamente 86 kDa
denominado scFv4s-Cny3hLi7, ou seja, minibody. Esse fragmento recombinante foi
expresso em diferentes cepas de E. coli No entanto, independente da cepa
utilizada, a expressao do minibody néao foi promissora. Dificuldades semelhantes
foram observadas por Holliger e cols. (2015) que consideram a expressao limitada
para esse formato de fragmento.

Os fragmentos de anticorpos recombinantes podem ser expressos em
bactérias que sao considerados o sistema mais utilizado por ter baixo custo e alta
taxa de crescimento em curto intervalo de tempo (AHMAD et al., 2012; SPADIUT et
al., 2014). Contudo, a qualidade de expressdo pode variar de molécula para
molécula, o que justifica o baixo rendimento do scFv produzido em diferentes cepas
de E. coli. Alguns grupos, com intuito de aumentar o rendimento de expressao
desses fragmentos, optaram pela insercdo de um peptideo sinal que direciona o
anticorpo para o ambiente oxidativo do periplasma, que contribui na formagao de
pontes de sulfeto. Existem alternativas para correto dobramento da proteina como:
desnaturagao e redobramento de agregados do citoplasma, aumento de expressao

de chaperonas no citoplasma criando mutagdes em redutases (aumentou
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rendimento de Fab), criagdo de anticorpos livres de cisteina, expressdo oxidase
citoplasmatica (aumentou rendimento do fragmento de dominio unico, VhH).
Otimizacdo do meio de crescimento e aditivos, tempo e duragdo de inducao,
concentragdo de reagentes usados na indugdo e outros parametros podem
aumentar a expressao significativamente. Contudo, esses parametros diferem de
caso a caso. Uma alternativa para expressao fora do periplasma € a introducao de
enzimas (proteina dissulfeto isomerase) (LAUSTEN et al., 2018).

A célula de mamifero, em contraste com a procariota, produz a maioria das
moléculas recombinantes numa condicdo funcional, mas tem maior custo,
dificuldade de manuseio e baixa taxa de crescimento (LEBOZEC et al., 2018 ;
LAUSTEN et al., 2018). No entanto, para secre¢gao da molécula faz-se necessario
peptideo sinal (5 a 30 aminoacidos) na regido N-terminal. Esse peptideo sinal é
extremamente heterogéneo e substituivel entre as espécies, assim, ele exerce
grande impacto na eficiéncia de secrecado das proteinas, para resolver isso, alguns
grupos vém estudando a otimizacdo dessa sequéncia (HARYADI et al., 2015).
Expressdo em leveduras € uma alternativa quando a producdo em bactérias torna-
se dificil. Esse sistema pode gerar de 2 a 5 g/L de cultura em 5 dias de fermentagao.
Outros sistemas de expressdo menos comum sao: algas, plantas e, nunca testados
para desenvolvimento industrial, os insetos (SEVASTSYANOVICH et al., 2009;
LEBOZEC et al., 2018).

O uso de anticorpos na terapéutica levou a necessidade de diferentes
técnicas de purificacédo de acordo com a molécula. Uma alternativa € inserir uma tag,
sendo a mais comum a polihistidina, entretanto, ndo é especifica e sua ligagcéo é pH
dependente. Proteina A e G, provenientes de bactérias, sdo as mais predominantes
no processo de purificagdo, porém ligam-se a regido de Cy2 e Cy3 da molécula de
anticorpo. A eluicao por baixo pH pode desestabilizar a proteina ou causar perda da
funcao e formagao de agregados (MURPHY et al., 2016). Os fragmentos produzidos
nesse trabalho ndo foram reconhecidos eficientemente por anti-histidina no ensaio
de ELISA, o que poderia estar relacionado com a desestabilizacdo da molécula.
Tendo em vista, que o minibody é uma molécula proveniente do scFv4shLi7 (primeira
geracgao de fragmentos humanizados) e, que esta perdeu estabilidade em relagdo a
molécula parental pode-se justificar a dificuldade em purificar esse fragmento e o
seu baixo rendimento. Acredita-se também que nao foi possivel purificar o minibody

com proteina A/G, pois os aminoacidos da regido de hinge possivelmente
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influenciaram nessa interagdo (dados ndo mostrados) (MURPHY et al., 2016). Em
relagdo a purificagdo manual com histidina foi constatado um baixo rendimento e a
presenga de contaminantes. Na automatizagdo do método algumas condi¢des foram
modificadas (concentragdo de sal, centrifugagdes, velocidade de infusdo, presséo,
quantidade de extrato incubado (2,5x mais)) favorecendo assim a ligagéo do tag na
coluna. Foi observada uma baixa reatividade dos fragmentos quando testados
frentes a anticorpos anti-histidina em alguns imunoensaios, muito provavelmente
devido a exposicdo inaquada desses residuos dificultando o reconhecimento do
anticorpo especifico (MURPHY et al., 2016; LEBOZEC et al., 2018). Acredita-se,
pelos resultados apresentados, que o minibody nao apresentou estabilidade apos
producao, tendo em vista a dificuldade de obter a molécula purificada. Sendo assim,
apos nova anadlise da sequéncia de aminoacidos da primeira geragcao de scFv
humanizado e, com base nos achados da literatura (AUBREY et al., 2019)
questiona-se sobre a importancia na manutencao de alguns residuos murinos.

A humanizacdo da molécula de anticorpo baseado no transplante de CDR
(grafting CDR) com refinamento nas analises de modelagem in silico € uma das
estratégias mais utilizadas, pois possibilita a geracdo de fragmentos menos
imunogénicos(SAFDARI et al., 2013 ; LEBOZEC et al., 2017). O maior problema
desse método, grafting CDR, é a possivel perda da afinidade, como visualizado na
primeira geracdo de fragmentos (scFvishLi7), pois tem-se demostrado que alguns
residuos de FR afetam a conformacdo dos CDRs. Esses residuos de FR estao
localizados préximos as regides de CDRs (SAFDARI et al., 2013). Segundo Clothia
(1987,1989) apud Fields cols. (2013), alguns residuos em regido de FR de cadeia
variavel sao considerados conservados entre eles: cisteina na posi¢ao 23, triptofano
na 41, aminoacido hidrofébico na 89, cisteina na 104 e fenilalanina ou triptofano na
118.

A perda parcial ou completa da afinidade pode ser restaurada pela
reintroducdo de residuos (backmutation) (OLIMPIERI et al., 2015). Para
humanizacdo da molécula foram respeitados os residuos chaves na interagdo com o
antigeno (KABAT et al., 1970, CLOTHIA et al., 1980, PADLAN et al., 1990, OFRAN
et al., 2012 apud FIELDS et al., 2013). No entanto, novos residuos tem sido
demonstrado relevantes na orientagdo da molécula (ZHANG et al., 2017 ; XU et al.,
2018) e, que nao devem ser mutados (L44, L46, L47, L50, L52, L103 (VL); H38,
H47, H50, H68, H70, H103, H120 (VH)). Também devem ser observados alguns
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residuos em CDRs que tem maior propensao de sofrer modificagdes quimicas, entre
eles: metionina, triptofano, asparagina e acido aspartico (XU et al., 2018). A posigao
71 de VH murino tem demostrado afetar a posicédo e orientacdo de CDR-H2 e H1
(ZHANG et al., 2017). Com base nos achados acima citados, consideramos que a
mudancga no residuo L46 pode ter levado a uma perda da afinidade na primeira
geragdo da molécula, scFvishLi7, de modo que foi realizada backmutation na
segunda geragao (F 103> Y em IGHV e P 46> Q em IGKV de acordo com a
numeragao IMGT), para a geragao do fragmento scFv4shLi7m, o qual apds produgao
e caracterizacao foi confirmado o aumento da reatividade frente ao veneno total.
Entretanto, podem haver alguns residuos considerados relevantes e que ainda nao
foram caracterizados (AUBREY et al., 2019).

As mutagdes pontuais sdo mais complexas, e alteragdes em residuos da
regiao N-terminal, residuos murinos e humanos de hipermutagdo somatica, podem
influenciar na ligagdo com o antigeno, levando a necessidade de backmutations.
Existem programas que ajudam na previsdo da melhor estratégia a ser utilizada,
porém, varia de anticorpo para anticorpo, ndo sendo uma verdade absoluta para
todos necessitando sempre de comprovacao experimental da estabilidade e
funcionalidade das moléculas sugeridas in silica (LEGER et al., 2011).

Alguns autores vém estudando a influéncia do linker na conformacgao, sendo
o de glicina-serina contendo 15 residuos o mais utilizado. Foi visto que o linker néo
altera a conformacéo, porém os de menor tamanho podem aumentar a constante de
afinidade (SAFDARI et al., 2013). Foi constatada a formagao de dimeros de scFyv,
denominados diabody, nos casos em que o linker apresentava apenas cinco
residuos de aminoacidos em sua composi¢cao. De modo semelhante, Safdari et al.
(2013) confirmaram a formacgéo de dimeros nos fragmentos com linker de até doze
residuos de aa. Contudo percebe-se que apenas o linker ndo é suficiente para
aumentar a afinidade, mas sim uma série de parametros em conjunto. A produgéo
da primeira geracdo de anticorpos no formato de scFv manteve o perfil de
reconhecimento frente ao veneno, apesar de diminuir sua capacidade de deteccao e
neutralizagdo das toxinas do veneno. No entanto, a neutralizacdo € um processo
mais complexo, pois depende da manutencdo da interacao sitio especifica entre
alguns residuos como foi constatado com o potencial de neutralizagdo recuperado

na segunda geracao de fragmentos, diabody (scFvshLi7m), apds backmutation.
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Algumas mutagdes interferem diretamente na mudanga conformacional do
anticorpo, outras aparentemente mantém o mesmo padrdo, como sugerido pela
analise utilizando o algoritmo de modelagem WAM. Contudo, podem diminuir a
capacidade de reconhecimento frente ao antigeno de interesse. Os ensaios
realizados com o diabody humanizado (segunda geragdo) mostraram que esta
molécula apresentava uma homologia estrutural (packing angle), reconhecimento
(western blotting) e neutralizagdo (ensaio hemolitico) mais proxima da molécula
parental (MIETHE et al., 2016).

E importante considerar algumas propriedades biofisicas, pois mesmo com
capacidade de ligagao preservada, pode-se ter propensdo para agregacao, bem
como alterar estabilidade termodinamica e farmacocinética. Foi verificado por alguns
autores que a instabilidade térmica pode aumentar a agregacgao e influenciar no
processo de expressao, e alguns elementos podem contribuir para isso como a
escolha e mutagdes adicionais no FR, que podem comprometer a energia de
interacdo entre os dominios VH e VL (LONESCUD et al. apud LEGER et al., 2011).

A molécula de scFvyshLi7, primeira geragdo, pode ter diminuido sua
estabilidade o que, segundo Lausten et al. (2018) pode implicar na sua capacidade
de neutralizagdo. Contudo, alguns métodos, como a conjugagao dos anticorpos com
nanoparticulas, por exemplo, podem aumentar a estabilidade térmica, contribuindo
em uma menor concentragdo utilizada para neutralizagdo (LAUSTEN et al., 2018).
De acordo com McConnell et al. (2014) a termoestabilidade também pode ser
ajustada utilizando FR ja caracterizados como mais estaveis ou aqueles aprovados
pelo FDA.

A partir da andlise de cristalografia e alinhamento das fosfolipases D, foi
possivel inferir sobre a presenca de residuos altamente conservados como a His12,
Glu32, Asp34, His47, Asp52, Asp91, Trp230, Asp233, e Asn252, como também, foi
proposto que a interacdo entre a enzima e o fosfolipideo € estabilizada pela
interagdo do ion Mg?* com o grupo fosfato do substrato. Esse ion é coordenado
pelos residuos Glu32, Asp34 e Asp 91 e moléculas de agua. Esse processo
catalitico também envolve residuos “chaves”, como His12 e His47, os quais sao
suportados por uma rede de pontes de hidrogénio entre os residuos Asp34, Asp52,
Trp 230, Asp233 e Asn 252 (VUITIKA et al., 2016). Segundo Vuitika e cols (2016), o

efeito hemolitico da toxina de L. intermedia é fortemente influenciado pelo residuo
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Y228 (100%), K93 e W30 (50%), C53-201 (responsaveis pela estabilizagado do /loop)
(38%).

Apesar do uso crescente de anticorpos recombinantes, dado pela alta
especificidade, sensibilidade e estabilidade dessas moléculas, que podem ser
facilmente otimizadas por modificagdo quimica e genética, o processo de
humanizacado frequentemente implica na diminuicdo da afinidade e da capacidade
de neutralizagdo das moléculas (HONEGGER et al., 2009 ; LAUSTEN et al., 2016 ;
MA et al.,, 2017), isso também foi observado na humanizacdo da molécula de
sFvishLi7 em relagdo a parental LimAb7. Pois, a interagdo do fragmento de
anticorpo primeira geragéo (scFvishLi7) com a rLiD1 levou ao aparecimento de
novos residuos (D21, E22, D25) e perda de outros (K58, K59) em relagdo a sua
molécula parental. Segundo Miethe et al. (2016), a humanizagdo pode levar a
mudanca na estrutura, o que foi confirmado quando realizado a sobreposi¢ao entre a
molécula murina e a humanizada (primeira geragao), denotando um deslocamento
no sitio de interagcdo com a rLiD1.

Mesmo com a diminuigdo da afinidade da primeira geragdo de fragmentos,
foi realizada uma backmutation que se mostrou eficaz na producdo de uma nova
molécula, na qual o reconhecimento e o potencial de neutralizacdo das toxinas
presentes no veneno de Li, foram restabelecidos, em especial manteve-se a
condicdo de impedimento estérico observada por De Moura et al. (2011) na
molécula parental e necessaria para eficacia do anticorpo.

Diferentes achados da literatura abordam a lise de eritrécitos, provocada
pelo veneno, de maneira dependente do complemento (TAMBOURGI et al., 1998,
2000, 2005, 2007; VAN DEN BERG et al., 2002; FELICORI et al.,, 2006;
MAGALHAES et al., 2013; MYAMOTO et al., 2016), como também de maneira
independente do complemento (CHAVES-MOREIRA et al., 2009, 2011),
comprovando a importancia biolégica desse evento no contexto do envenenamento.
Ensaios in vitro para reprodu¢cao da hemdlise e neutralizacdo da mesma vém sendo
amplamente empregados para caracterizar componentes do veneno e moléculas
candidatas ao tratamento do Loxoscelismo (TAMBOURGI et al., 2007; FELICORI et
al, 2006; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; KARIM-SILVA et al, 2016). As analises
dos ensaios hemoliticos confirmaram o potencial promissor do fragmento de
anticorpo no formato de diabody, que foi capaz de neutralizar a atividade litica das

hemacias (dependente ou ndo do sistema do complemento) provocada pelos
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componentes presentes veneno, validando a hipétese de que as modificacdes
propostas para este novo formato foram necessarias para conferir estabilidade e
capacidade de impedir a ligacdo das toxinas ao sitio ativo das fosfolipases.
Adicionalmente, a condicdo de incubacdo direta veneno/anticorpo, sem pré-
incubagdo, nos ensaios valida ainda mais o potencial de neutralizacdo dessa
molécula, como discutido por Laustsen et al., 2018.

Embora, o scFv4shLi7 (primeira geragéo) individualmente ndo tenha tido um
efeito neutralizante seria possivel que quando somado a ultima geragdo em formato
de diabody pudesse ser aditivo visto que se adere a outros aminoacidos. Segundo
Chow e Casadevall (2012), Di Tommaso et al. (2012) e Laustsen et al. (2016), a
combinacdo de multiplos anticorpos favorece a protecdo nos casos de
envenenamentos, j4 que a neutralizacdo de diferentes epitopos favorece um
sinergismo na protecdo. Nesse sentido, os scFv murinos podem ser considerados
ainda como bons protétipos para o desenvolvimento de fragmentos de anticorpos
humanizados, que poderédo ser usados em conjunto e compor um antiveneno mais
eficaz. No contexto do Loxoscelismo, novas terapias vém sendo propostas como a
utilizacdo de inibidores de metaloproteases, como as tetraciclinas, farmacos
(TAMBOURGI et al., 2000, 2010; VAN DEN BERG et al., 2012; CORREA et al.,
2016; CHAVES-MOREIRA et al., 2016), como também inibidores de complemento
(TAMBOURGI et al., 2010), mesmo n&o sendo especificas para os componentes do
veneno. Entretanto, o uso de fragmentos de anticorpos recombinantes dirigidos
contra alvos toxicos constituiria componentes mais especificos e efetivos na
neutralizagao do veneno, e ainda poderiam ser empregados em conjunto com outras
terapias propostas a fim de melhorar os tratamentos empregados nos dias de hoje
(LOVRECEK e TOMIC, 2011).
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6 CONCLUSAO

e A estratégia empregada para humanizagdo do fragmento recombinante de
anticorpo murino LimAb7, permitiu a obtencdo de uma molécula com capacidade
de reconhecer as fosfolipases presentes no veneno de Li, mantendo as
condicbes de especificidades do seu template e, supostamente menos
imunogénica para o homem dada a alta homologia com anticorpos humanos.

e Os estudos in vitro e in silico realizados com o scFv4shLi7 sugerem que a perda da
afinidade e estabilidade dessa molécula pode estar associada ao deslocamento
do paratopo, emrelacdo a sua molécula parental ao veneno.

e Apesar do baixo rendimento, o sistema procarioto mostrou-se eficaz quanto a
produgdo dos fragmentos de anticorpos recombinantes, sendo que maiores
limitacbes foram observadas para a obtencdo do minibody, que provavelmente
estavam associadas a condigdes intrinsecas desse formato.

e Todos os fragmentos de anticorpos recombinantes purificados produzidos nesse
trabalho foram capazes de reconhecer especificamente toxinas presente no
veneno de L. intermedia na faixa de 30-35 kDa.

e Os fragmentos no formato scFvshLi7m foram os mais eficazes em inibir a
atividade hemolitica do veneno (dependente e independente do sistema de
complemento). Dada a importédncia da hemadlise no contexto do envenenamento,
acreditamos no potencial dessa molécula pra ser empregada como uma alternativa

no tratamento especifico do loxoscelismo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente, a engenharia de biomoléculas tem gerado bilhdes de ddélares por
ano com mais de 200 proteinas recombinantes disponiveis na industria
biofarmacéutica. Fragmentos de anticorpos recombinantes representam o maior
crescimento da classe desses produtos comercializados. Sendo que essas
moléculas podem ser utilizadas ndo apenas em aplicagcdes terapéuticas, mas
também em imunodeteccdo, purificacdo e aplicacbes de bioseparacdo. Outra
vantagem do uso de fragmentos de anticorpos é atribuida ao aumento da taxa de
penetracdo nos tecidos e o baixo tempo de retencdo, comparados com a molécula
inteira (SPADIUT et. al, 2014).

Os resultados apresentados nessa tese suportam a hipdtese do uso de
fragmentos de anticorpos recombinantes para terapéutica de envenenamentos
conforme estudado por Tommaso et al. (2012), Roncolato et al. (2013) e Laustsen et
al. (2016). Visto que o fragmento de anticorpo recombinante scFvshLi7m tem
potencial para ser utilizado no tratamento de acidentes por Loxosceles intermedia,
pois reconhece e impede a agao hemolitica das toxinas consideradas como mais
relevantes no envenenamento .

Sendo assim, os resultados obtidos com o scFvshLi7m sdo uma motivacao para
producédo de outros fragmentos dirigidos para proteinas das principais espécies de
Loxosceles do Brasil. Além disso, esse foi o primeiro trabalho a descrever a
producédo e caracterizagado de um fragmento de anticorpo recombinante humanizado

que reconhece e neutraliza proteinas toxicas do veneno de Loxosceles intemedia.
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ANEXO 1 - INTERAGOES ENTRE OS RESIDUOS DE AMINOACIDOS DOS
ANTICORPOS E rLID1

Anticorpo Dominio Aminoacidos Pontos criticos relevantes Distanci
anticorpo no antigeno a
(A)
Anticorpo Antigeno
H:CDR1 Ser31 Lys59 Felicori et al; 2006 2.68
H:CDR2 Tyr52 Asn56 Murakami et al; 2005 2.87
H:CDR2 Tyr52 Lys58 Felicori et al; 2006 2.84
H:CDR2 Asp55 Lys58 Felicori et al; 2006 2.41
H:CDR3 Tyr103 Gly18 2.73
H:CDR3 Tyr103 Lys59 2.69
H:CDR3 Tyr106 Arg55 Murakami et al; 2005 3.03
H:CDR3 Tyr107 Gly54 Murakami et al; 2005 2.74
L:CDR2 Val33 Lys234 De Moura et al; 2011 2.66
L:CDR2 Asn34 Arg235 De Moura et al; 2011 3.29
LimAb7 L:CDR2 Asn34 Asp233 De Moura et al; 2011 3.01
L:CDR2 Glu35 Arg235 3.02
L:CDR2 Glu35 Ser236 3.00
L:CDR2 Asn36 Arg235 2.61
H:CDR1 Ser31 Lys59 Felicori et al; 2006 2.58
H:CDR1 Asp55 Asn56 Murakami et al; 2005 3.08
H:CDR2 Asp55 Lys58 Felicori et al; 2006 2,77
H:CDR2 Tyr101 Arg55 2.84
H:CDR2 Tyr103 Asp21 2.91
H:CDR2 Lys105 Asp21 Felicori et al; 2009 2.72
H:CDR2 Lys105 Asp25 Felicori et al; 2009 2.56
H:CDR2 Tyr106 Glu22 2.91
H:CDR2 Tyr106 Arg55 Murakami et al; 2005 2.79
H:CDR3 Tyr107 Asp255 2.85
SscFvyshLi7 H:CDR3 Tyr108 Asp255 2.81
L:CDR2 Val33 Lys234 De Moura et al; 2011 2.74
L:CDR2 Asn34 Arg235 De Moura et al; 2011 2.92
L:CDR2 Glu35 Arg235 2.85
L:CDR2 Glu35 Arg235 3.02
L:CDR2 Glu35 Ser236 2.95
L:CDR2 Asn36 Arg235 2.87
L:CDR2 Asn36 Arg235 2.90
L:CDR2 Asn36 Asp255 2.77
L:CDR2 Asn37 Arg235 2.74
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ANEXO 2 - MAPA PLASMIDEO pSW

Open reading frame
B Origin of replication
B Promoter
B Reporter gene
Ndel 2653 amp prom [ Selectable marker

Narl 2601 Tag
lacZ_a reporter A T B Unique restriction site
1

EcoRI 2439 \ ! 'y,
\ \
N\

Awrl 2368
Aval 2368
Xhol 2368
Hincll 2364 ~
Accl 2363 —— .8
Xbal 235%
Pstl 2354
Sphl 2246——— =
Hindlll 2236 -
lac prom—— . AN

PBR322 origin

19 of the 19 Labels are shown. Created using PlasMapper
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variable fragment

Rafaela L Fogaga*-'-?, Larissa M Alvarenga*'-??, Thiago D Woiski®, Alessandra
Becker-Finco?, Kadima N Teixeira®, Sabrina K Silva’?, Rosana N de Moraes®, Lacia de
Noronha??, Magali Noiray®, Bonald C de Figueiredo®, Philippe Billiald**-2° & Juliana de
Mou{a'.l.?.]

"Pos-graduagio em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, Curitiba, Brari

?pos graduagao em Microbiologia, Parasitologia e Patologia, Curitiba, Brazil

‘Departamento de Patologia Basica — UFPR, Curitiba, Brazil

*Instituto Pelé¢ Pequeno Principe, Faculdades Pequeno Prinape, Curitiba, Brazi

Sfaculdade de Medicina - UFPR, Toledo, Brazil

“Departamento de Fisiologia —~ UFPR, Curitiba, Brazi

TDepartamento de Medicina, PUCPR, Curitiba, Brazi

SUniversite Paris-Sud, Faculte de Pharmacie, INSERM UMR 51193 & UMS IPSIT, Chatenay-Malabry, France

Muséum National d” Histoire Naturelle, CNRS UMR 7245, Paris, France

*Author for corespondence: Juliana de Moura; Tel : +55 41 3361 1692, Fax +55 41 3266 2042, julanademoura@uips be
**Author for correspondence: philippe. billiald@u-psud fr

* Authors contributed equally

Aim: To develop a monocional antibody against dehydroepiandrosterone (DHEA) and miniaturize it, gen-
erating a single-chain antibody variable fragment (scFv) against DHEA as an adrenocortical carcinoma
(ACC) marker. Material & methods: DHEA conjugated to keyhole limpet hemocyanin was used as an im-
munogen to obtain anti-DHEA hybridomas. Variable fragments were cloned from hybridoma 5B7 total
RNA, and used to detect DHEA in normal adrenal tissue and ACC cells. Results: igM monocional antibody
was highly specific, and the recombinant scFv preserved parental antibody characteristics, allowing tissue
localization of DHEA. Condusion: Undefined small lesions are challenges for clinicians and impact clini-
cal adrenocortical tumor management. Generating an anti-DHEA scFv facilitates development of imaging
tests for early diagnosis of pediatric ACC.

First draft submitted: 4 July 2018; Accepted for publication: & December 2018; Published online:
29 January 2019

Keywords: adrenal cortex « adrenocortical carcinoma e dehydroeplandrosterone « DHEA « monocional antibody «
scFv « tumor marker « zona reticularis

Dehydroepiandrosterone (3-hydroxy-5-androsten-17-one, DHEA) is a steroid hormone secreted mainly by the
adrenal cortex, although the gonads, brain, adipose tissue and gastrointestinal tract can also produce it. Readily
converted to its sulfated metabolite DHEA sulfate (DHEA-S), DHEA and DHEA-S are the most abundant
circulating steroid hormones of the adrenocortical system 111,

In the course of human fetal development, the fetal zone represents around 85% of the adrenal cortex and
is responsible for high DHEA production 12,3]. Usually, within 6 months after childbirch DHEA and DHEA-S
concentrations tend to decrease drastically and begin to rise again at the age of 6-8 years when the adrenarche
period initiates and the zona reticularis layer of the adrenal cortex becomes the main source of DHEA j4).

DHEA and DHEA-S are highly sensitive and reliable markers of functioning childhood adrenocortical rumors
because they increase progressively when the tumor mass is still undetectable by imaging methods 5. Adrenocortical
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These non-proteinaceous toxins responsible for aflatoxicosis, a discase
which may affect both humans and animals, cause severe liver in-
toxication, usually leading to hemorrhagic necrosis of the organ, bile
duct proliferation and edema (Wild, Miller, & Groopman, 2015).

The main route of exposure to aflatoxins is through the diet by the
ingestion of aflatoxin-contaminated maize, peanuts (groundnuts), oil
seeds, and tree nuts (Gibb et al., 2015). Although more than 20 afla-
toxins have been identified, aflatoxin B1 (AFB1) is the most toxic and
generally present in the largest quantity (Liv & Wu, 2010), AFB1 is also
associated with the development of hepatocellular carcinoma, being
classified since 1993 as group | human carcinogen by the Intemational
Agency for Research on Cancer (WHO, 1993).

Notably, 4.5 billion people from developing countries are chroni-
cally exposed to high of aflatoxins and the intake of such
toxins over a long period of time, even at low concentrations, sig-
nificantly increases the risk of hepatocellular carcinoma and extra-
hepatic tumors (Gnonlonfin et al,, 2013). AFB] has a wide range of
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might also represent a polential risk to human health (WHO, 2002,
19493).

The best strategy to avoid aflatoxin intake by the general population
is preventing fungal growth in agricultural products (Wild et al., 2015).
However, when outbreaks occur, any physical or chemical detoxifying
methodologies is able to guarantee complete safety (WHO, 2005; Back,
Lee, & Choi, 2012). mmmmtmwwmnm
based on aflatoxin vaccines which p ption of the
toxin using circulating or site lpeuﬁc antibodies (Wilkinson et al,
2003; Polonelli et al., 2011 and Giovati et al., 2014). The AFB]-derived
vaccines, however, have been reported to produce a limited im-
munogenicity likewise such haptens (Le. small molecule, not antigenic
by itself) may be potentially toxic also when conjugated with protein
carriers,

Therefore, one approach to avoid the toxicity of AFB1 derivatives
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Abstract

South America. To date, there is no consensus treatment for the management of patients, still horse polvclonal
antivenoms are available and usually infused to all patients with severe clinical and biological signs. Proteins
of 30-35 kDa with sphingomyvelinase D enzymatic activity, isolated from the whole venom, reproduce most of
the toxic effects observed in loxoscelism. For all these reasons. we believe that monoclonal antibody
fragments targeting such toxins might lead to altemate safe and effective treatments.

In the present study, starting from the mouse monoclonal antibodv LimAb7 which was previously shown to
target (SMase) D from the venom of L. intermedia and neutralize the dermonecrotic activity of the whole
venom, we designed humanized antibody V-domains which were then produced and purified as recombinant
antibody fragments (scFvs). These molecules were characterized in terms of humanness, structural stability,
antigen-binding activity and capacity of venom-neutralization. During this process, we clearly identified some
blocking points that can impact the antigen-binding activity and neutralizing capacity. In silico docking
analysis of the antigen/antibody interactions also allowed a better understanding of the antibody’s

recovered the functional characteristics required for efficient in vifro neutralization of the venom.
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