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RESUMO

As calicreinas teciduais humanas (KLKs) formam uma familia de 15 serino proteases
encontradas na forma proteica e a nivel de mRNA em diversos tecidos do corpo humano,
atuando em intimeras rotas essenciais para a homeostase do mesmo. Dentre elas, a calicreina
tecidual humana 7 (KLK7) exerce um papel essencial na descamagao da epiderme,
precisamente pela clivagem de corneodesmossomas no estrato corneo. A atividade desregulada
da KLK7 vem exaustivamente sendo associado com patologias dermatolégicas, como dermatite
atopica, psoriase e Sindrome de Netherton, tornando a enzima um alvo terapéutico de grande
interesse. Anticorpos recombinantes sao a classe de medicamentos que mais se expande e gera
lucros mundialmente, podendo ser selecionados via tecnologia do phage display. Tais proteinas
podem ser expressas e caracterizadas apenas como moléculas formadas pela fusdo dos
dominios variaveis de um anticorpo, formando os fragmentos scFv. Diferentemente dos demais
tipos, moléculas scFv ndo necessitam de modificagdes pos-traducionais, podendo ser estudadas
em sistemas de expressao procarionte. Contudo, a rasa eficacia da expressao esta diretamente
relacionada com a presenca de cédons que sao raros em genomas de bactérias, assim como a
dificuldade de formagao de pontes dissulfeto no ambiente redutor do citoplasma bacteriano.
Este trabalho teve como objetivo a comparagao e clonagem de trés sequéncias scFv anti-KLK7
(LUP37A10, LUP37C11, LUP37D11), previamente selecionadas por phage display, no vetor
pET-28 a (+) para estudo de expressao em diferentes linhagens de E. coli (Rosetta™ (DE3) e
Origami 2) e caracterizagao inibitoria contra KLK7. No estudo das sequéncias, observou-se que
nos trés anticorpos mais de 50% dos residuos de arginina provinham de codons raros, assim
como fora constatada a presenga de codons raros correspondentes a leucina e prolina em
diferentes proporgdes nas sequéncias. O melhor método de expressao obtido foi na linhagem
Rosetta™ (DE3), que é suplementada com tRNAs para cédons raros, com indugio por 50 uM
de IPTG. Apesar disso, analises de western blotting revelaram que grande parte dos scFv
ficaram contidos em corpos de inclusao, necessitando passarem por extracao via ureia e
renaturacgéo in vitro. Dos trés anticorpos, apenas LUP37A10 foi completamente purificado via
cromatografia de afinidade. O anticorpo inibiu 53% da atividade da KLK7 quando utilizado em

uma concentragdo de 300 nM; maiores concentragdes acarretaram na precipitagdo da proteina.

Palavras-chave: anticorpo, calicreina, phage display, scFv



ABSTRACT

Human tissue kallikreins (KLKSs) form a family of 15 serine proteases found in protein form
and at mRNA level in different tissues of the human body, acting in numerous essential routes
for its homeostasis. Among them, human tissue kallikrein 7 (KLK7) plays an essential role in
the desquamation of the epidermis, precisely through the cleavage of corneodesmosomes in the
stratum corneum. The unregulated activity of KLK7 has been extensively associated with
dermatological pathologies, such as atopic dermatitis, psoriasis and Netheron Syndrome,
making the enzyme a therapeutic target of great interest. Recombinant antibodies are the class
of drugs that is expanding the most and generating profits worldwide, and can be selected via
phage display technology. Such proteins can be expressed and characterized only as molecules
formed by the fusion of the variable domains of an antibody, forming scFv fragments. Unlike
other types, scFv molecules lack post-translational modifications and can be studied in
prokaryote expression systems. However, the low efficiency of expression is directly related to
the presence of codons that are rare in bacterial genomes, as well as the difficulty in forming
disulfide bonds in the reducing environment of the bacterial cytoplasm. This work aimed to
compare and clone three anti-KLK7 scFv sequences (LUP37A10, LUP37C11, LUP37D11),
previously selected by phage display, in the pET-28 a (+) vector to study their expression in
different E. coli strains (Rosetta™ (DE3) and Origami 2) and inhibitory characterization against
KLK7. In the study of the sequences, it was observed that in the three antibodies more than
50% of the arginine residues came from rare codons, as well as the presence of rare codons
corresponding to leucine and proline in different proportions in the sequences. The best
expression method obtained was in the Rosetta™ (DE3) strain, which is supplemented with
tRNAs for rare codons, with induction by 50 uM of IPTG. Despite this, western blotting
analyzes revealed that most of the scFv were contained in inclusion bodies, needing to undergo
extraction via urea and in vitro refolding. Of the three antibodies, only LUP37A10 was
completely purified via affinity chromatography. The antibody inhibited 53% of KLK?7 activity

when used at a concentration of 300 nM; higher concentrations resulted in protein precipitation.

Keywords: antibody, kallikrein, phage display, scFv
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INTRODUCAO

1.1. Proteases

Proteases sdo enzimas cujas atividades cataliticas residem na quebra de ligacGes
peptidicas de outras proteinas (TURK, Boris, 2006), representando cerca de 2% a 4%
de todo proteoma conhecido até o0 momento (PATEL, 2017).

As proteases se adaptaram durante a historia da evolugdo da vida para atuarem em
condicdes diversas de variacdo de pH, temperatura etc., culminando no aparecimento
de diferentes mecanismos de catalise para hidrolise de seus respectivos substratos; e,
portanto, tais mecanismos sdo fatores de classificacdo dessas moléculas em serino,
cisteina e treonino proteases (hidrolise nucleofilica no sentido amino-terminal) ou
aspartil, metalo e glutamil proteases (DEL ROSSO, 2013).

Ainda mais, a classificacdo dessas moléculas pode ser decorrente da posicdo da
ligacdo peptidica que é clivada no substrato, sendo as exopeptidases atuantes na
remocdo de aminoacidos sequenciais a partir do N-terminal ou C-terminal
(aminopeptidases e carboxipeptidases, respectivamente) e endopeptidases (hidrdlise de
ligaces peptidicas que estdo no interior da sequéncia proteica) (TURK, Boris, 2006).

De papel essencial para homeostase dos organismos, as proteases atuam em diversas
atividades celulares, participando, por exemplo, dos processos de ativacdo de fatores
das respostas imunes inata e adaptativa (HAILFINGER; REBEAUD; THOME, 2009)
divisdo celular (DI BACCO et al., 2006), necrose (SENDLER et al., 2013)e apoptose
(RIEDL et al., 2005), também estando presentes em mecanismos de proliferacdo de
virus e bactérias (MARSHALL, 2017).

Contudo, atividades alteradas de diversas proteases estdo associadas com patologias
cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatérias e até mesmo diversos tipos de
cancer (TURK, 2006), tornando-as biomoléculas de especial atencdo para a indudstria

farmacéutica e pesquisa medicinal (PUENTE et al., 2005).
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1.2. Serino Proteases

Dentre os diversos tipos de proteases supracitados, as serino protease sao as mais
abundantes e funcionalmente diversas. Uma vez que a abundancia esta intrinsicamente
associada ao sucesso evolutivo, os mecanismos moleculares de catalise dessas proteases
tém recebido demasiada atencé@o na sociedade cientifica (DI CERA, 2009).

O nome “serino” ¢ decorrente da presenga de uma serina essencial no processo
de catalise. A serina é uma aminodcido polar decodificado por seis codons (UCU, UCC,
UCA, UCG, AGU e AGC), sendo o maior numero de cdédons para um aminoacido
(PATEL, 2017). Além de ser sintetizada pelo organismo, a serina pode ser obtida através
da hidroximetilacéo da glicina (TAMMEN; FRISO; CHOI, 2013).

O MEROPS € um banco de dados que classifica e divide as proteases em clas,
por similaridade do mecanismo de catalise, e familias, por ancestralidade em comum
(RWALINGS, 2008). Nele, as serino proteases estdo distribuidas em 13 clads e 40
familias, sendo o cla PA, caracterizado pela alta expressao em organismos eucariontes,
aquele que detém o maior nimero de serino proteases. Nao obstante, 0 PA é um dos clas
de proteases mais bem estudados pela ciéncia (DI CERA, 2009). A familia S1 do cla
PA ¢ a mais abundante dentre as familias de serino proteases (POLGAR, 2005).

Tais proteases sao caracterizadas pela presenca de uma triade catalitica formada
por residuos de &cido aspartico, histidina e serina (POLGAR, 2005). Essa formagc&o
existe em pelo menos quatro contextos estruturais diferentes, o que indica que esse
mecanismo de catalise surgiu independentemente na historia evolutiva em quatro
ocasides distintas (HEDSTROM, 2002).

Os residuos Ser 195, His 57 e Asp 102 da triade catalitica formam ligacGes de
hidrogénio essenciais para o funcionamento da catalise (Figura 1). A histidina, com
auxilio do &cido aspartico, remove o préton da hidroxila da serina (EREZ, 2016). Essa
remocao torna a serina ativa para o ataque nucleoflilico, que é essencial para a clivagem
do substrato (TANG, 2016).
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Figura 1. Os residuos Ser 195, His 57 e Asp 102 formam a triade catalitica das serino proteases. Ocorrem liga¢Ges de
hidrogénios entre esses residuos de aminodcidos, e o ataque nucleofilico é executado pelo residuo Ser 195. Retirado de
EREZ, FAZZ, BIBI, 2009

O processo de hidrolise é dividido nas etapas de acilacdo e desacilagdo. A etapa
de acilacdo é demarcada pela formacao do complexo enzima-substrato, onde o residuo
Ser 195 exerce um ataque nucleofilico no grupo carbonila do peptideo, formando um
intermediario tetraédrico. O préton removido da hidroxila do residuo da Ser 195 para o
ataque é recebido pelo anel imidazélico do residuo His 57, formando um ion
imidazolico. Esse processo € auxiliado pelo residuo Asp 102. (Figura 2) (VOET, 2008).

O intermediario tetraédrico é decomposto para um intermediario acil-enzima
devido a doacdo de um préton de N3 do residuo His 57. O grupo de saida R’NH> é
liberado da enzima e substituido por uma molécula de 4gua do solvente (Figura 2). Com
isso, na desacilacdo, a molécula de agua, com auxilio do residuo de histidina, promove
um ataque nucleofilico a carbonila que esta ligada a Ser 195. Assim, o produto
carboxilato € liberado (Figura 2) (VOET; VOET, 2014).
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Figura 2. Processo de hidrdlise exercido por uma serino protease. Na fase de acilagdo, é formado um complexo tetraédrido
resultante do ataque nucleofilico do residuo de serina em um grupo carbonila do substrato (1). O préton removido de Ser 195
é doado para His 57,que forma um ion imidazolico. Um intermediario acil-enzima é formado com a doacédo de um prdton de
His 57 (2). O grupo R’NH2 é substituido por uma molécula de &gua (3) que, com o auxilio de His 57, promove um ataque
nucleofilico a carbonila ligada a Ser 195, promovendo a saida do grupo carboxilato (4). Retirado de VOET; VOET, 2014.
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1.3. Calicreinas teciduais humanas

As calicreinas teciduais humanas (KLKSs, de human tissue kallikreins) formam
um grupo de 15 serino proteases (KLK1-KLK15), endopeptidases, podendo ser
encontradas na forma proteica ou a nivel de mRNA em diversos tecidos do organismo
(DIAMANDIS et al., 2000; TURK, B., 2006) (Figura 3). Tais proteinas sao
respectivamente expressas por 15 genes agrupados no braco longo do cromossomo 19,
precisamente na regido q13.3-4. O locus da familia se estende por cerca de 265 kbp,
possuindo, além dos 15 genes das KLKs, ao menos um pseudogene (LUNDWALL;
BRATTSAND, 2008).
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Figura 3. Distribuigdo de calicreinas teciduais humanas em diferentes tecidos bioldgicos, a nivel de mMRNA e/ou proteina.
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Os produtos das traducdes desses genes sdo expressos com um peptideo sinal de
16 a 34 aminoacidos na regido amino terminal que age como sinalizador para transporte
ao reticulo endoplasmatico para secrecdo (LUNDWALL; BRATTSAND, 2008). Essa
sequéncia peptidica é entdo clivada para produzir as formas zimogénicas dessas
enzimas, que carregam um pro-peptideo N-terminal mais curto. Previamente a secregdo,
esse pro-peptideo € clivado (OBIEZU; DIAMANDIS, 2005). A clivagem do pro-
peptideo do zimogénio permite a ativacdo da KLK, e esse fendmeno pode ocorrer pela
acdo de outras enzimas, incluindo outras KLKs, ou da propria KLK em questdo
(FISCHER; MEYER-HOFFERT, 2013).

Apesar de possuirem uma homologia de aproximadamente 40% em suas
sequéncias (LUNDWALL; BRATTSAND, 2008), as KLKs demonstram atuar em
processos biologicos diversificados, mas seus papéis fisiologicos ainda ndo foram
completamente elucidados. Todavia, desregulacdes na atividade dessas enzimas tém
sido associadas com doencas neurodegenrativas, cardiovasculares, dermatoldgicas e
certos tipos de canceres, tornando-as alvos terapéuticos de pesquisas (LOESSNER et
al., 2018).

A calicreina tecidual humana 1 (KLKZ1), primeira KLK descoberta, possui suas
funcbes melhor descritas, das quais se destaca sua a¢do na clivagem de cininogénio e
liberagdo de lisil-bradicinina no sistema calicreina-cinina, de ambito essencial para
processos cardiovasculares (MOREAU et al., 2005).

As calicreinas teciduais humanas 2 e 3 (KLK2, KLK3) estdo associadas com a
mobilidade espermatica, sendo o processo de clivagem das semenogelinas do sémen por
essas KLKs extensivamente estudado (VEVERIS-LOWE et al., 2007; (GUPTA et al.,
2017). N&o obstante, a KLK3, também nomeada de antigeno prostatico especifico (PSA,
de prostate-specific antigen) é um dos biomarcadores de cancer de prostata mais
conhecidos (SAINI, 2016; LIN et al., 2021).

A potencial atividade da KLK6 no sistema nervoso central vem sendo
demonstrada por resultados experimentais (YOUSEF; KISHI; DIAMANDIS, 2003),
como a desmielinizacdo precoce no sistema nervoso central em modelo viral de
esclerose multipla por acdo da KLK6 (SCARISBRICK et al., 2010) e o nivel elevado
da enzima no liquido cefalorraquidiano de pacientes diagnosticados com esclerose
multipla avangada (HEBB et al., 2010).

As KLK5 e KLK7 tém sido apontadas como essenciais para a manutencdo da

pele, precisamente no que diz respeito ao processo regulado de descamacgdo da mesma
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no estrato cérneo (EKHOLM; BRATTSAND; EGELRUD, 2000). Uma maior descricao
de suas atividades no estrato corneo e consequéncias fisiolégicas quanto as suas
desregulaces, precisamente no &mbito da KLK7, sera realizada na proxima secéo desse
trabalho.

Diferentes tipos de inibidores enddgenos das KLKs ja foram descritos na
literatura, dentre eles inibidores do grupo serpina, do tipo Kazal e Kunitz (MASURIER
et al., 2018), sendo também inibidas pelo ion Zn?* (DEBELA et al., 2016). Inibidores
sintéticos contra as KLKs também ja foram descritos, dentre eles inibidores covalentes
e ndo-covalentes (MASURIER et al., 2018). O uso de anticorpos recombinantes contra
alguns tipos de KLK também foi descrito e serd abordado em se¢des seguintes.

Ainda mais, calicreinas teciduais humanas recombinantes sdo rotineiramente
produzidas em nosso laboratério por metodologia ja bem estabelecida através do uso de
baculovirus contendo genes dessas KLKs e células de inseto da linhagem SF9, sendo
um sistema de expressdo mundialmente reconhecido (GALLENO; SICK, 1999).

1.4. Atividades das calicreinas teciduais humanas no estrato corneo

Ao menos onze calicreinas teciduais humanas (KLK1, KLK4, KLK5, KLK®,
KLK7, KLK8, KLK10, KLK11, KLK12, KLK13 e KLK14) ja foram identificadas por
ensaio de ELISA e de PCR em tempo real no estrato corneo e estrato superior granuloso
da epiderme humana (KOMATSU et al., 2006; WILLIAMS et al., 2017). Sendo
expressas como zimogénios no estrato granuloso, essas proteinas sao transportadas por
granulos lamelares em queratindcitos e sdo secretadas no espaco intercelular do estrato
cérneo (KISHIBE, 2019).

A ativacdo da cascata de calicreinas é iniciada pela KLKS5, que é capaz de se
autoativar e ativar, além das demais calicreinas supracitadas, metaloproteases presentes
nessa camada da pele (KISHIBE, 2019). A KLK14, apos ser ativada, pode aumentar a
ativacdo da KLKS5 via feedback positivo (EISSA; DIAMANDIS, 2008).

A principal funcdo dessas proteases no estrato corneo refere-se a descamagéo,
sendo as atividades das KLK5 e KLK7 melhor descritas, precisamente quanto a
clivagem de corneodesmossomas (Figura 4). A KLK5 é capaz de clivar in vitro os trés
componentes proteicos dessas estruturas (desmogleina 1, desmocolina 1 e
corneodesmosina), enquanto a KLK7 € capaz de clivar apenas a desmocolina 1 e a
corneodesmosina (CAUBET et al., 2004) (Figura 4). Ainda mais, as KLKs também
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atuam no controle da microbiota epidermal, incluindo a ativacdo de peptideos
antimicrobianos e regulacéo de enzimas processadoras de lipidios (KISHIBE, 2019).

O LEKTI, decodificado pelo gene SPINKS5, é um dos inibidores endégenos
epidermais de KLKs mais importantes, sendo capaz de inibir as KLK5, KLK6, KLK?7,
KLK13 e KLK14 (HOVNANIAN, 2013). Nao obstante, a atividade dessas proteases
na pele também é modulada pela alteragdo de pH e concentragdo do fon Zn?*. O pH do
estrato corneo diminui juntamente com a concentracdo do ion de acordo com a
ascendéncia das células na camada, promovendo um aumento da atividade catalitica das
calicreinas e descamacdo das camadas celulares superiores (LUNDWALL;
BRATTSAND, 2008).
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Figura 4. Acéo de calicreinas teciduais humanas no estrato cérneo (epiderme). Na imagem, é possivel visualizar uma pré-
KLK pela presenga do peptideo sinal, KLK ativa na regido de descamagdo atuanto na clivagem de corneodemossomas e KLK

sendo inibida pelo inibidor enddgeno LEKTI.

A atividade aumentada da KLK7 vem sido associada a patologias
dermatolégicas, dentre elas a Sindrome de Netherton, psoriase e dermatite atdpica
(KISHIBE, 2019).

A sindrome de Netherton é uma doenga recessiva autossomal inflamatoria de

pele (FURIO; HOVNANIAN, 2014) caracterizada pelo processo de descamacéo grave
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da pele, disfungdes da barreira cutanea e aparecimento de diversos sintomas alérgicos.
Sua causa € dada pela mutagdo do gene SPINKS5, responsavel pelo inibidor de serino
proteases LEKT]I, de forma que ha perda de funcéo deste. A atividade desregulada das
KLK5 e KLK7 prejudica o processamento lipidico no estrato corneo e aumenta a
descamacéo, permitindo a entrada de microrganismos patogénicos que culmina no
aumento da ativacao da reposta imune e inflamatdéria (BONNART et al., 2010).

A dermatite atdpica é também uma doenca inflamatdria da pele, de carater
cronico. A KLK7 € indicada como umas das possiveis proteases cruciais para a
patogénese da dermatite atOpica, uma vez que esta em niveis aumentados nas células
das lesbGes hiperqueratinosas do estrato corneo (KOMATSU et al.,, 2007). O
aparecimento de tais lesdes é indicador de processo desregular de descamacéo
(ISHIDA-YAMOTO; IGAWA, 2015). Todavia, estudos indicam que apesar da
expressdo elevada da KLK7, sua secrecdo ndo é aumentada e, portanto, ela ndo esta
superativa na matriz extracelular do estrato cdrneo (IGAWA et al., 2017).

Por fim, a psoriase, também de carater inflamatério, é caracterizada pela
formacédo de placas e lesdes escamosas, juntamente com ressecamento e espessamento
da pele. As KLK6 e KLK8 encontram-se com atividade aumentada nas lesdes dessa
doenca (EISSA et al., 2013). Um estudo em camundongos aponta que a KLK8 é
primordial para o processo de acantose (espessamento da epiderme) e inflamacéo
juntamente com as KLK6 e KLK7 (KISHIBE et al., 2007).

Uma vez que a KLK7 é atuante em algum grau em tais patologias
dermatoldgicas, é de suma importancia que se estudem inibidores exdgenos dessa
calicreina, a fim de se obter possiveis tratamentos para as mesmas, ou uma melhor
compreensdo dos mecanismos de atuacdo da protease nas enfermidades. Dentre esses

inibidores, uma possibilidade reside dentro da classe de anticorpos recombinantes.
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1.5. Anticorpos

Anticorpos, também denominados imunoglobulinas (lg), sdo proteinas que
constituem parte do repertorio de reposta imune de diversos organismos, sendo
utilizados para identificacdo, marcacdo e neutralizacdo de organismos exdgenos ao
sistema, como virus e bactérias.

Sao primeiramente expressos como receptores de células B, sendo secretados de
forma solGvel quando essas células sdo ativadas (MURPHY et al., 2010). Cada
anticorpo é capaz de identificar e se ligar a moléculas especificas denominadas
antigenos pelo reconhecimento de pequenas sequéncias e elementos estruturais
denominados epitopos dessas moléculas, neutralizando a atividade do antigeno ou
marcando o0 organismo para fagocitose ou outros processos biolégicos (GROFF;
BROWN; CLIPPINGER, 2015).

Sdo proteinas pesadas, de cerca de 150 kDa, possuindo um formato monomeérico
de “Y” ou uma combinagdo desse formato em dimeros ou tetrameros (RETH, 2013).
Cada monomero é formado de dois pares de cadeias idénticos, sendo duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves, totalizando quatro cadeias polipeptidicas. Tanto as cadeias
leves como pesadas sdo formadas por diferentes dominios, sendo esses denominados
em dominios variaveis (VH, para o dominio variavel das cadeias pesadas, e VL, para o
dominio varidvel das cadeias leves) e dominios constantes (CH, para os dominios
constantes das cadeias pesadas, e CL, para o dominio constante das cadeias leves)
(Figura 5).

Ainda mais, a estrutura do anticorpo pode ser dividida em duas regifes
principais. A regido onde se encontram os dominios varidveis juntamente com uma
porcdo de dominios conservados é denominada Fab (do inglés fragment antigen
binding), e é onde ocorre a ligacdo entre antigeno e anticorpo. Precisamente, essa
ligacdo ocorre dentro dos dominios varidveis das cadeias leves e pesadas da Fab, que
podem ser chamados também de fragmentos Fv (do inglés variable fragment) (Figura
5).
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Fab

Figura 5. Estrutura basica de uma imunoglobulina (Ig). Cada monémero é formado de dois pares de cadeias pesadas (C),
diferenciadas por trés dominios conservados (CHz-3) e um variavel (VH) e dois pares de cadeiras leves (L), formadas de um
dominio conservado (CL) e um variavel (VL). A regido Fc é formada exclusivamente de cadeias pesadas conservadas,
enquanto que é na regido Fab onde ocorre ligacdo ao antigeno.

Além disso, cada dominio variavel contém trés regides hipervariaveis formando
alcas na superficie estrutural do anticorpo que facilitam a ligacdo ao antigeno. Essas
alcas séo chamadas de regifes determinantes de complementaridade (CDR) e séo elas
que conferem aos anticorpos a grande diversidade na sequéncia de aminoécidos
(KIERNY et al., 2012).

A regido constante Fc (do inglés, fragment crystallizable), que compde o restante
da proteina, formada exclusivamente por dominios conservados das cadeias pesadas,
esta associada a funcgdes efetoras da molécula, agindo pelo sistema complemento ou
pela ligacdo com receptores celulares (Figura 5). A variacdo das cadeias pesadas
segrega os anticorpos em cinco classes: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG, baseadas em suas
respectivas regides constantes classificadas como a, 9, €, e y (MURPHY et al., 2010)
(Figura 6). As 1gG podem ser divididas em subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 pela
presenca de diferentes cadeias pesadas com grau de similaridade y1, y2, y3 e v4,
respectivamente (VIDARSSON, DEKKERS, et al. 2014).

Enquanto grande parte das imunoglobulinas atuam como monémeros, as IgA
séo encontradas como dimeros, enquanto as IgM sé@o encontradas como tetrdmetros em
alguns peixes e pentdmeros em mamiferos (MASHOOF; CRISCITIELLO, 2016)
(Figura 6).
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igM

Figura 6. Anticorpos IgG, IgD e IgE sdo encontrados como mondmeros, enquanto IgA sdo encontrados na forma de dimeros
e IgM de pentdmeros (em mamiferos).

1.6. Engenharia de anticorpos e phage display

Devido a alta afinidade dos anticorpos para seus antigenos, somado a alta
producdo dessas moléculas em organismos e seu tempo de meia-vida prolongados, os
anticorpos tem sido considerados nas ultimas décadas como moléculas de forte
potencial para a geracdo de “biofarmacos”, levando ao desenvolvimento de multiplas
técnicas de producao de imunoglobulinas.

A tecnologia do hibridoma, apresentada por Milstein e Koéhler em 1975, permitiu
a produgéo de anticorpos monoclonais (mAbs, de monoclonal antibodies) em maior
escala, culminando na selecdo de anticorpos especificos para inUmeros antigenos.
Tratando-se de um hibridoma de camundongos, a técnica baseia-se pela injecdo de um
antigeno especifico no animal, partindo para a coleta de células produtoras de anticorpos
no bago e fusdo dessas com celulas de mieloma. A célula hibrida é entdo isolada e
expandida, de forma que as células-filhas continuam a secretar o anticorpo especifico,

sendo que elas sintetizam um Unico anticorpo especifico contra o antigeno selecionado,



tratando-se, portanto, de um anticorpo monoclonal (Figura 7) (SILVA; CORTE-REAL,;

GOLCALVES, 2008).
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Figura 7. Esquema da técnica de hibridoma. O camundongo é imunizado com o antigeno e suas células B sdo isoladas para
serem fusionadas com células de mieloma (1-3). As células hibridas sdo selecionadas em meio HAT e o clone positivo é
isolado e expandido para producéo de anticorpos monoclonais (4-5).

Os primeiros anticorpos monoclonais derivados de hibridoma, como o
Muromonab-CD, apesar de serem efetivos no tratamento de doengas, culminaram em
diversos efeitos colaterais decorrentes da resposta imune contra a introducdo dos
anticorpos murinos (SMITH, 1996). Além disso, 0s anticorpos murinos demonstraram
possuir uma meia-vida curta, revelando limitagdes quanto a penetracdo em sitios de
tumores (STERN; HERMANN, 2005).

Dessa forma, deu-se inicio ao processo de humanizacdo dos anticorpos
derivados de hibridoma, a fim de reduzir a imunogenicidade dessas moléculas, através
da producdo de anticorpos quiméricos por alteragdes de sequéncias especificas de
origem murina (STERM; HERMANN, 2005).

A partir da década de 90, camundongos transgénicos contendo o repertorio
genético de imunoglobulinas humanas passaram a ser utilizados na tecnologia de
hibridoma, selecionando anticorpos com menor imunogenicidade para o tratamento de
diversas patologias, incluindo inimeros tipos de cancer.

Atualmente, a tecnologia de phage display, diferentemente do hibridoma,

permite a selecdo de anticorpos in vitro. Baseada no revolucionério trabalho de George
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Smith (SMITH, 1985), onde genes de oligopeptideos foram fusionados ao gene da
proteina Ill e posteriormente apresentados a superficie do bacteriéfago filamentoso
M13, permitindo a selecéo in vitro das diferentes moléculas apresentadas na superficie
do virus (PARMLEY & SMITH, 1988), a tecnologia de phage display é baseada na
expressao de fragmentos de anticorpos, usualmente a regido Fab ou apenas a fuséo dos
dominios variaveis (scFv, de single chain variable fragment) na superficie de
bacteriofagos, permitindo a selecdo de anticorpos que se ligam a molécula-alvo.

O uso do phage display exige a construcédo de bibliotecas de anticorpos, por onde
0 cDNA é obtido para ser incorporado no gene viral dos fagos. Bibliotecas do tipo naive
sdo construidas a partir da doacdo de células B de individuos ndo imunizados, como a
biblioteca HAL4/7 de genes scFv construidas por Hust et al. em 2011.

O antigeno utilizado na selecdo dos anticorpos é incubado com a biblioteca de
fragmentos tipo scFv, que € apresentada na superficie dos fagos. Os anticorpos que se
ligarem fracamente, ou que ndo se ligarem ao antigeno, sdo removidos por sucessivas
lavagens com tampdo apropriado. Os anticorpos que ligarem-se ao antigeno sdo eluidos
do sistema por tripsinizacdo, e utilizados em nova infec¢do da linhagem de E. coli
(KUGLER et al., 2015). Usualmente o procedimento é repetido entre duas a seis vezes
para enriquecer a amostra com os anticorpos mais especificos para o antigeno em
questdo. Esses anticorpos especificos sdo produzidos separadamente e testados contra o
antigeno utilizando o ensaio de ELISA classico (HUST et al., 2014), e posteriormente
podem ser inseridos na estrutura original do anticorpo, ou utilizados na geracdo de

anticorpos de diferentes formatos como Fab ou scFv-Fc (Figuras 8-9).
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Figura 8. Esquema da técnica de phage display. Fagos contendo fragmentos scFv na superficie do capsideo sdo apresentados

ao antigeno em placa de aderéncia (1,2). Os fagos que ndo se ligam sdo descartados por lavagem (3), enquanto os ligantes sdo

posteriormente removidos por tripsinizacdo (4) para infeccéo de linhagem de E. coli e produgdo de novos scFvs ainda mais

especificos (5, 6). O ciclo é repetido 5 ou 6 vezes, e os fagos selecionados finais sdo utilizados para produgédo dos fragmentos

scFv e identificagdo via ELISA (7, 8).
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Figura 9. O scFv pode ser também utilizado para formacédo de demais tipos de fragmentos anticorpos, como Fab, scFv-Fc e

di-scFv.
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A grande vantagem do phage display reside no uso das bibliotecas de anticorpos,
que podem possuir mais de 10'° genes, permitindo a utilizacio e busca de inimeros
clones de anticorpos de um modo extremamente rapido e simultaneo diferentemente da
tecnologia de hibridoma, que usualmente demora de 3 a 4 meses para obtencdo de um
tnico clone. Todavia, a construcdo de uma biblioteca grande o suficiente (>10°) é um
processo extremamente custoso, e a afinidade dos anticorpos obtidos pode ser menor do
que os mADbs derivados das células hibridas.

Anticorpos recombinantes contra as calicreinas teciduais humanas sdo o0s
principais objetos do grupo de pesquisa, que recentemente selecionou anticorpos contra
a KLK7 via phage display, denominados LU37A10, LUP37C11 e LUP37D11, e 0s
expressou no formato scFv-Fc em células eucariontes HEK 293, estudando suas
atividades inibitorias (ICso) e suas introducdes dentro de um sistema de drug delivery
de hidrogéis para o @mbito da Sindrome de Netherton (LAUREANO et al., 2020).

Diferentemente de anticorpos scFv-Fc, os fragmentos de anticorpos do tipo
scFv, também chamados de anticorpos scFv, sdo formados pelos dominios variaveis das
cadeias leves e pesadas (VL e VH, respectivamente) fusionados por uma cadeia
polipeptidica denominada linker, que estabiliza a proteina (SHEN et al., 2008).
Constituem a menor classe de anticorpos recombinantes, pesando usualmente de 27 a
29 kDa, e sdo caracterizados também pela presenca de duas pontes dissulfeto presentes
em cada dominio variavel (SEO et al., 2009). N&o obstante, anticorpos do tipo scFv
podem ser produzidos em E. coli via tecnologia do DNA recombinante, apesar de
frequentemente serem expressos e agregados em corpos de inclusdo, ocorrendo perda
da atividade proteica, como serd abordado na Se¢do 1.8. A expressdo de anticorpos scFv
funcionais LUP37A10, LUP37C11 e LUP37D11 contraa KLK7 em E. coli é o objetivo
primordial desse trabalho, e seré detalhada adiante.

1.7. Analise das sequéncias e atividades inibitorias de anticorpos recombinantes

Anticorpos provenientes de uma mesma biblioteca contra um antigeno em
comum podem ser estudados atraves de duas formas: pela comparacéo das sequéncias
e analise da atividade inibitoria contra o antigeno. A primeira etapa é essencial para a

compreensdo da similaridade entre as sequéncias das moléculas selecionadas, além da
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visualizag&o da presenga percentual de amino&cidos primordiais para o folding correto
das proteinas — como os residuos de cisteina para as pontes dissulfeto.

Dois softwares online sdo capazes de realizar tais estudos: 0 BLAST (do inglés
Basic Local Alignment Search Tool) e o ProtParam EXPASyY. O BLAST trata-se de uma
plataforma de dominio publico, idealizada pelo National Institutes of Health (Estados
Unidos) e caracterizada por um algoritmo capaz de buscar e/ou comparar sequéncias
bioldgicas (genémicas ou peptidicas), fornecendo o grau de identidade entre duas ou
mais sequéncias (igualdade dentro delas) (BORATYN et al.,, 2013). O grau de
identidade denota a quantidade percentual de aminoécidos exatamente iguais dentro das
sequéncias. Ele é calculado pela razdo da quantidade de residuos de aminoacidos iguais
pela quantidade de aminoacidos da menor proteina envolvida na analise. Se possuirmos,
por exemplo, uma sequéncia A de 320 aminoacidos e uma sequéncia B de 450
aminoacidos que compartilham 100 residuos idénticos nas mesmas posi¢des, 0 grau de
identidade sera dado por:

Identidade = % X 100 = 31,25%

O grau de similaridade, contudo, leva em conta aminoacidos diferentes que
possuem caracteristicas bioquimicas semelhantes, sendo demarcados por um simbolo
de “+” na comparacao das sequéncias dentro do BLAST. Se, no mesmo exemplo acima,
as sequéncias A e B compartilharem 23 aminoacidos semelhantes nas mesmas posicoes,

o0 grau de similaridade sera dado por:
Similaridade = — X 100 = 38,43%

O ExPASy (do inglés Expert Protein Analysis System) é um portal de
bioinforméatica mantido pelo Instituto Suico de Bioinformatica, por onde é possivel, ao
submeter uma sequéncia peptidica, ver a quantidade percentual de cada residuo de
aminoacido na sequéncia, alem de obter informacdes acerca do ponto isoelétrico tedrico
da proteina e coeficientes de estabilidade e de extingdo molar (ARTIMO et al., 2012).

As informacdes obtidas de semelhanca de sequéncias, percentuais de residuos

de aminoéacidos e ponto isoelétrico podem cooperar para a escolha do sistema, tempo e
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eficacia da expressao de proteinas recombinantes, além de ser essencial para certos tipos
de cromatografia, como a de troca ibnica.

Uma vez expressos e purificados, a atividade inibitoria de anticorpos pode ser
estudada pela obtencéo do ICso. O valor de I1Csp é definido pela concentragéo de inibidor
capaz de reduzir pela metade a atividade do antigeno. Para avaliar a capacidade
inibitdria de anticorpos recombinantes, é necessario estudar previamente a atividade
enzimatica do antigeno (SEBAUGH, 2011).

A atividade enzimatica mede a taxa da reacdo catalisada pela enzima em
condicGes especificas de pH e temperatura. A medicdo ocorre pela clivagem de um
substrato, durante um periodo de tempo, que ao ser clivado emite fluorescéncia medida
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF). Durante o tempo estimado do ensaio,
a fluorescéncia aumenta de acordo com a atividade enzimatica, de modo que 0s pontos
de UAF sdo utilizados para formar uma reta média. O coeficiente angular da reta do
ensaio (UAF por segundos) denota a atividade da enzima, sendo convertido em
atividade residual (coeficiente da reta = 100% de atividade enzimatica). A adi¢do de um
inibidor funcional equivale a diminuicdo do coeficiente angular da reta que, por
conseguinte, acarreta a diminuicao da atividade catalitica residual.

Para a obtencdo do ICso, 0 inibidor é adicionado em diferentes concentragdes,
usualmente de 5 a 10 valores, de modo que se obtenham concentracgdes de baixa inibi¢cao
(< 50% de atividade residual) e alta inibicdo ( > 50% de atividade residual). Os dados
entdo sao plotados em um gréfico de atividade residual para obtencdo do valor de ICso
(SEBAUGH, 2011).

1.8. Expresséo de anticorpos do tipo scFv em linhagens de E. coli

A tecnologia do DNA recombinante teve seus primordios no inicio da década de
70, quando Paul Berg e colaboradores realizaram o primeiro experimento bem sucedido
dentro do tema ao recombinar uma fita de DNA do fago delta com o operon da galactose
de E. coli, inserindo o produto recombinante em virus SV40 (JACKSON, D.; ROBERT
H.; BERG P., 1972).

Ainda na mesma década, o laboratério de Herbert Boyer isolou e estudou a
enzima de restricio EcoRI, capaz de clivar DNA em sequéncias GAATTC.

Concomitantemente, Cohen e colaboradores estudavam a insercéo e propagacdo de
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plasmideos exdgenos em linhagens de E. coli. Em uma colaboragéo louvavel, Boyer e
Cohen se uniram para digerir um plasmideo de Staphylococcus e inserir fragmentos
desse DNA em plasmideos de E. coli, inserindo o DNA recombinante nas bactérias, que
passaram a propaga-lo pelas geracdes (CHANG; COHEN, 1974).

A partir desses estudos, o isolamento de genes e clonagem destes em vetores
para geracdo de DNA recombinante tornou-se uma pratica extremamente comum em
laboratdrios de pesquisa e para fins medicinais. Diversas proteinas e peptideos
recombinantes produzidos em diversas linhagens celulares séo utilizados para fins
terapéuticos, como o horménio do crescimento, insulina, horménio foliculo estimulante
(FSH) e o fator VIII de coagulagdo (MAKSUM et al., 2020).

A Escheria coli é uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteria que
possui diversas linhagens, a minoria de carater patogénico. Devido a seu rapido
crescimento, genoma bem caracterizado e capacidade de crescimento tanto em
condicOes aerdbicas e anaerdbicas, inimeras linhagens dessa espécie tém sido utilizadas
para a expressao de certas proteinas recombinantes, como hepcidina, queratinase e 0
fator de crescimento epidérmico humano (MAKSUM et al., 2020).

As etapas de producdo de uma molécula recombinante em E. coli para fins
terapéuticos muitas vezes envolve multiplas etapas de purificacdo ou clonagem do gene
de interesse em vetores intermedidrios com sequéncias de peptideos sinais para
transporte da proteina para o periplasma ou meio extracelular, a fim de separar o produto
recombinante de possiveis toxinas — principalmente se ele é agregado em corpos de
inclusdo. E importante denotar que proteinas que exigem certas modificacbes pos-
traducionais, como glicosilacdo ou alquilacéo, ndo sdo recomendadas para esse sistema
de expressao (MAKSUM et al., 2020).

Estudos da expressdo de anticorpos do tipo scFv em linhagens de E. coli tém
sido apresentados continuamente nas Gltimas décadas, essencialmente por esses
fragmentos ndo necessitarem de modificagdes pos-traducionais. Uma vez que € no
fragmento scFv que reside a capacidade inibitdria do anticorpo, a expressao desse tipo
de molécula em bactéria traz consigo inimeras vantagens, principalmente associadas a
rapida producdo e ao custo menor se comparada ao uso de linhagens de células
eucariontes (AHMAD et al., 2012).

Todavia, 0 sucesso da expressao e caracterizacdo desse tipo de anticorpo em E.
coli é frequentemente impedido pela agregacéo dessas moléculas em corpos de incluséo,

ou pelo dobramento incorreto da proteina devido a reducdo de residuos de cisteina pelas
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vias da tiorredoxina redutase (trxB) e da glutarredoxina (gor), impedindo a formacao de
pontes dissulfeto (FAULKNER et al., 2008).

N&o obstante, os scFv, por serem sequéncias essencialmente de eucariontes,
podem possuir codons que sdo raros no genoma bacteriano, como certos codons que
correspondem a arginina (AGG, AGA, CGA), leucina (CUA), isoleucina (AUA) e
prolina (CCC) (CHEN; TEXADA, 2006). Proteinas que contém esses codons
usualmente culminam em uma producdo infima ou notoriamente reduzida no sistema
bacteriano, devido primordialmente a falta de tRNAs correspondentes aos cédons
(WANG, Y.etal., 2016).

Além disso, diferencas na temperatura durante o periodo de expressdo estdo
associadas a quantidade de proteina produzida e a sua porcentagem solUvel; o aumento
de temperatura leva frequentemente ao aumento de proteina produzida e do percentual
insoltvel (corpos de inclusdo) da mesma (SAN-MIGUEL; PEREZ-BERMUDEZ;
GAVIDIA, 2013), enquanto a alteracdo da concentragao do indutor de expresséo (como
isopropil B-d-1-tiogalactopiranosido, IPTG, que age sob o lac Operon de vetores)
também afeta a quantia de proteina recombinante produzida (TOLIA; JOSHUA-TOR,
2006).

Sendo assim, diversas estratégias vém sendo trabalhadas por laboratorios de
pesquisa, como a expressdo em temperaturas baixas (4° ou 18° C); fuséo do gene de
estudo com uma chaperona no vetor; solubilizacdo de corpos de inclusdo com agentes
desnaturantes, como ureia, seguida de renaturacdo in vitro; utilizacdo de linhagens
diferenciadas de E. coli, destacando-se as linhagens Origami™ 2, que possui mutacdes
na gor e trxB, ou Rosetta™ (DE3), que possui suplementagéo de tRNAs de codons raros.
O uso de todas essas estratégias ja culminou na expressdo e caracterizacdo de scFvs,
como anti-IgE humano, anti-HER2 e anti-acido domdico (HU et al., 2007; WANG, M.
R. etal., 2011; FARSHDARI et al., 2020).

Os anticorpos LUP37A10, LUP37C11 e LUP37D11 foram selecionados via
phage display com seus fragmentos scFv clonados no vetor pHAL 30 dentro da regido
delimitada pelos sitios de restri¢cdo das enzimas Nco | e Not | (Figura 10). Uma vez que
tal vetor ndo é usualmente utilizado para a expressao de proteinas recombinantes, optou-
se, nesse trabalho, pela clonagem dos insertos no vetor pET28 a (+), ja utilizado

rotineiramente em trabalhos do grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 10. Vetor pHAL30, com apontamento para as reigdes de clonagem dos dominios variaveis leve e pesado (Cloning
VL e Cloning VH), sob modulagéo do operon lac.

O pET 28 a (+) é um vetor com resisténcia a canamicina, de expressdo de
proteina recombinante modulada pelo operon lac. O IPTG, de modo similar a
alolactose, liga-se ao repressor lac e o libera do sitio do operador lac, permitindo a
expressdo da proteina recombinante. O vetor pET-28 a (+) € uma excelente escolha para
producdo de proteina recombinante para ser purificada por cromatografia de afinidade,
uma vez que a proteina nele é produzida de modo fusionado a uma sequéncia séxtupla
de histidina (His-Tag) C-terminal que possui forte afinidade pelo niquel carregado em
colunas desse tipo de purificacdo (Figura 11).
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Figura 11. Vetor pET-28 a (+). Retirado de: Addgene, Estados Unidos.

A técnica de renaturacdo in vitro foi escolhida para utilizagdo dentro da

possibilidade de retencdo das proteinas em corpos de inclusdo, uma vez que é também

uma técnica dominada pelo grupo, que recentemente produziu o fator de crescimento

endotelial vascular C (VEGF-C) em E. coli via renaturacdo in vitro (dados ndo

publicados).
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2. OBJETIVOS

O objetivo primordial desse trabalho é expressar em E. coli e caracterizar a
atividade inibitéria dos anticorpos scFv LUP37A10, LUP37C11 e LUP37D11 contra a
calicreina tecidual humana 7. Para isso, 0s seguintes objetivos secundarios foram
estabelecidos:

e Analise das sequéncias dos scFv em BLAST e ProtParam EXPASY;

e Digestdo das sequéncias clonadas no vetor pHAL30 e clonagem das
mesmas no vetor pET28 a(+);

e Transformacao dos clones em células de E. coli das linhagens Origami 2
e Rosetta™(DE3);

e Expressdo em 10 mL de meio LB de um dos anticorpos em diferentes
concentragdes de IPTG nas linhagens estabelecidas, a fim de encontrar a
melhor concentracdo de indutor e linhagem de célula via andlise de
western blotting;

e Expressdo em 100 mL de meio LB dos trés scFv na linhagem escolhida;

e Extracdo dos anticorpos retidos em corpos de inclusdo via solubilizacdo
por ureia;

e Purificacdo dos anticorpos recombinantes via cromatografia de
afinidade;

e Renaturagdo das proteinas recombinantes purificadas por dialise;

e Testes enzimaticos contra a KLK?7 para determinag&o do ICsp;
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3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos anticorpos tem se tornado um mecanismo essencial
para 0 progresso e expansdo da pesquisa e industria farmacéutica. Em 2018, o mercado
global de terapias com anticorpos chegou ao valor de US$115,2 bilhGes, com
expectativa de ultrapassar o meio trilhdo de dolares em 2025. De acordo com o FDA
(do inglés Food and Drug Administration, agéncia regulatoria dos Estados Unidos), 61
anticorpos selecionados e caracterizados j& sdo utilizados no tratamento de doencas,
sendo 18 aprovados apenas no ano de 2018 (LU et al., 2020).

Nesse cenario de rapido expansao, os anticorpos do tipo scFv chamam a atencéo
pela possibilidade de expressdo em sistemas mais baratos que, se corretamente
caracterizados, possuem o potencial de resultar em uma larga expressao dessas
moléculas de um modo muito mais rentavel. Além do préprio carater terapéutico devido
a sua atividade inibitoria, essas moléculas tém sido estudadas como potenciais
carreadores de farmacos (KATO et al., 2015), também sendo aplicadas em mecanismos
de diagnostico de diversos canceres, como o de prostata (HAN et al., 2016), e de
doengas parasitérias, como a neurocisticercose (RIBEIRO et al., 2013).

Entretanto, como fora explicitado anteriormente, inimeras dificuldades na
obtencdo de clones scFv funcionais acabam gerando empecilhos para o sucesso desse
ramo farmacologico, denotando a necessidade de um esfor¢o global para a expanséo do
conhecimento nessa area.

E claro o papel da KLK7 em diversas patologias dermatol6gicas, como a
Sindrome de Netherton, devida a sua atividade desregulada no estrato cérneo com outras
KLKs. Uma vez que nosso grupo de pesquisa caracterizou anticorpos contra a KLK7
no formato scFv-Fc, estudando-os em um sistema de drug delivery, a caracterizagéo dos
anticorpos scFv em mesmas condigdes € uma etapa essencial para o progresso de nossas
pesquisas, uma vez que nao existe bibliografia disponivel desse tipo de anticorpo contra
a KLK7. Caracteriza-los € um passo primordial para o estudo dessas moléculas, uma
vez que essa etapa permite o futuro estudo dessas proteinas também em sistemas de
drug delivery, denotando o potencial terapéutico desses clones nesse formato.

Dessa forma, como seré detalhado adiante, a expressdo e caracterizagdo de trés
clones scFv LUP37A10, LUP37C11 e LUP37D11 em E. coli é a meta principal desse
trabalho.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estudo das sequéncias scFv no BLAST e ExPASy

A ferramenta utilizada do BLAST foi o pblast, disponivel em
https://tinyurl.com/6bxfet8x. As sequéncias dos anticorpos foram submetidas em

formato FASTA e o grau de identidade foi obtido apds o processamento das sequéncias
no sistema. A matriz utilizada para comparacao foi BLOSUMG62. O custo de gaps foi
11 para existéncia e 1 para extensdo. O alinhamento das sequéncias pela ferramenta foi
utilizado para contagem de aminodcidos similares e conseguinte calculo do grau de
similaridade.

Também em formato FASTA, as sequéncias foram aplicadas individualmente

na ferramenta ProtParam do ExPASy (https:/tinyurl.com/4k2ynx4a). Nele, foram

extraidas as quantidades percentuais de cada residuo de aminoécido, assim como massa
(em kDa), ponto isoelétrico tedrico e coeficiente de extingdo molar. O coeficiente de
extincdo molar foi utilizado para medicdo da concentracdo de amostras purificadas no

aparelho Biodrop pLITE (Biochrom, Reino Unido).

4.2. Clonagem dos genes scFv no vetor pET28 a(+)

A extracdo de DNA dos scFv clonados ao vetor pHAL 30 ocorreu a partir de
indculo de colénias E. coli Mach T1 previamente transformadas e estocadas em glicerol
40% a -80°C. Coldnias contendo o plasmideo de cada scFv foram inoculadas em 2 mL
de meio liquido 2-YT (1,6% triptona, 1% extrato de levedura, 0,5% NaCl) suplementado
com 50 pg/mL de ampicilina. Apo6s 20 horas de crescimento a 37°C a 200 RPM, os
in6culos foram centrifugados a 4000 RCF por 20 minutos a 4°C. Posteriormente, 0s
pellets formados foram ressuspendidos com 200 pL de Solugdo P1 (50 mM Tris, 10 mM
EDTA, 100 pg/mL RNAse A, pH = 8,0) e incubados por 10 minutos em gelo, sendo
acrescidos de 300 pL de Solugéo P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS), incubados novamente por
10 minutos em gelo e acrescidos de 300 pL de Solugdo P3 (3 M CH3CO2K pH =5,5),
entdo centrifugados por uma hora a 12500 RPM em temperatura ambiente.

Os sobrenadantes foram separados e acrescidos a 600 pL de cloroférmio,
incubados sob agitacéo por 5 minutos e centrifugados a 12500 RPM por 15 minutos. Os
sobrenadantes foram novamente separados e acrescidos de 800 pL de isopropanol,

sendo centrifugados a 12500 RPM a 4°C por uma hora. O isopropanol foi retirado e 1
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mL de etanol 70% gelado foi adicionado aos pellets, deixados sob centrifugacéo 12500
RPM a 4°C por meia hora. Apos isso, o etanol foi removido e os pellets incubados a
temperatura ambiente para secarem totalmente, sendo ressuspendidos em 30 pL de TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA-Na2 1mM, pH = 8,0) ap0s secagem.

Os anticorpos scFv clonados no vetor pHAL 30 foram digeridos juntamente com
0 vetor pET28 a(+) fechado. A digestdo consistiu do uso de 1 pg de DNA, 20 U de
Ncol-HF, 20 U de Notl-HF e 5 pL de 1X Cutsmart. Cada reacao foi completada até 50
pL com H20 e aquecida por trés horas a 37°C. A inativagéo das enzimas de restrigéo foi
estabelecida a 60°C. A andlise das digestdes ocorreu por eletroforese de gel de agarose
1% contendo brometo de etidio. As purificacGes dos produtos digeridos seguiram 0s
pardmetros e instrumentos estabelecidos no PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
(K210012, Thermo Fisher, Estados Unidos). Os marcadores de peso moleculares
utilizados em géis de agarose nesse trabalho foram 1 kb DNA Ladder (N3232L, NEB,
Estados Unidos) (Figura 12) ou 100bp Ladder Plus, Ready-To-Use (M1071, Sinapse
Biotecnologia, Brasil) (Figura 13), dependendo da disponibilidade no laboratério. A
ligacdo dos insertos com o vetor ocorreu pelo uso de T4 DNA Ligase (EL0011, Thermo

Fisher, Estados Unidos), seguindo instrugdes do fornecedor.

Kilobases Mass (ng)

=100 42
- 8.0 42

- 6.0 50
-50 42
-40 33

L J 30 125

-20 48

-15 36

Figura 12. 1 kb DNA Ladder (N3232L, NEB, Estados Unidos).
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100bp ladder plus
M1071/M1072

bp na/5ul
—3000 40
—2000 40

—1500 40
—1200 100
—008° 48
—800 40

—700 40
—600 40

—500 100
—400 40

—300 40
—200 40

—100 40

1.7% agarose

5ul/lane, 8cm gel
0.5XTBE, 5V/cm, 1h

Figura 13. 100bp Ladder Plus, Ready-To-Use (M1071, Sinapse Biotecnologia, Brasil).

Foi usada uma razdo molar vetor:inserto de 1:4 e os produtos ligados foram
transformados em linhagem E. coli Mach T1 para estoque com glicerol 40% a -80°C.
As colbnias Mach T1 transformadas passaram por analise via PCR antes de serem
isoladas para estoque, também sendo utilizadas para extracdo dos vetores pET28 a(+)
contendo os genes dos scFv pelo mesmo protocolo apresentado, para transformacao nas

demais linhagens de bactérias utilizadas.

4.3. Transformacdo de células competentes

Para cada scFv, 10 ng do gene inserido no pET28 a (+) foram utilizados para 20
ML de células competentes. Para a transformacao das células, elas foram incubadas com
a quantidade de DNA por 30 minutos em gelo, aquecidas por 90 segundos a 42°C e
incubadas novamente em gelo por 5 minutos. Posteriormente, foram completadas para
100 pL com meio 2-YT, cultivadas por 90 minutos a 37°C com agitacdo de 200 RPM,
para entdo serem passadas para meio sélido em placa de petri. As transformagdes em
todas as linhagens tiveram o meio sélido suplementado com 50 pg/mL de canamicina.
Para as transformagdes na linhagem Origami 2, 0 meio solido também foi suplementado

com uma concentracdo final de 12,5 pug/mL de tetraciclina, enquanto que para as
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transformacgGes na linhagem Rosetta ™(DE3), o meio foi suplementado com uma
concentragéo final de 34 pg/mL de cloranfenicol. As transformagdes foram mantidas a

37°C em estufa durante 20 horas para observacdo do crescimento de coldnias.

4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Colbnias das transformacdes foram selecionadas para reacdo de PCR a fim de se
constatar a presenca dos insertos para utilizacdo das células para expressdo. Uma regido
de cada col6nia foi pega encostando-se ponteira de 10 pL na col6nia e ressupendida em
10 pL de UltraPure™ DEPC-Treated Water (750023, Thermo Fisher, Estados Unidos),
sendo aquecida a 98° C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12500 RPM
por 10 minutos e utilizou-se 1,5 YL de cada sobrenadante para a reacdo de PCR. A
realizacdo da reacdo de PCR baseou-se na utilizacdo de dNTP (0,2 mM), Primer
Forward (0,1 mM), Primer Reverse (0,1 mM), 0,25 uL de Taq Polimerase (5 U/uL), 2,5
puL de 10X PCR Buffer (Mg?* Plus (P1101, Sinapse Inc., Brasil) por amostra,
completando para 25 pL finais com UltraPure™ DEPC-Treated Water para cada
amostra. O controle positivo tratou-se de colbnias contendo o vetor pET-28 a (+) sem
inserto. As amostras de PCR foram aplicadas em gel de agarose 1% contendo brometo

de etidio.

4.5. Expressoes em 10 e 100 mL

O clone LUP37C11 foi escolhido para expressdao em 10 mL nas duas linhagens de
E. coli selecionadas, a fim de que apenas uma linhagem de bactéria fosse escolhida para
a expressdo de todos os clones em cultura de 100 mL. Foram utilizadas diferentes
concentracdes (UM) de IPTG para inducdo da expressdo: 50, 100, 250, 500. Células
transformadas foram inoculadas em 5 mL de meio LB (L3022, Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) suplementadas pelos respectivos antibidticos de cada linhagem (Secédo 4.3) e
cultivadas a 37°C por 200 RPM por 20 horas. Posteriormente, 100 puL do meio de cultura
fora passada para 10 mL de meio LB fresco suplementado com antibidtico, sendo
cultivadas em tubo c6nico a 37°C por 200 RPM.

O crescimento da cultura foi medido em intervalos de uma hora pela medida de
densidade optica (OD) a 600 nm. Quando a ODego = 0,5, 0 meio de cultura foi acrescido

da respectiva concentragdo de IPTG, sendo a cultura cultivada a partir desse momento
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a 30°C e 200 RPM por 20 horas. Apds duas, quatro e vinte horas de expressdo, 1 mL foi
removido de cada amostra e centrifugado por 20 minutos a 12500 RPM e 4°C, sendo 0s
sobrenadantes descartados e os pellets congelados para analise de western blotting a fim
de constatar a presenca da proteina recombinante.

Para a expressdo em 100 mL de todos os scFv na linhagem que obteve os melhores
resultados na expressdo a 10 mL, células transformadas foram novamente inoculadas
em 5 mL de meio LB suplementado de antibiotico por 20 horas a 37°C e 200 RPM.
Apbs o periodo, 1 mL do meio de cultura foi passada para 100 mL de meio LB fresco
e, de modo semelhante, a melhor concentracdo de IPTG obtida previamente foi utilizada
quando ODego = 0,5. Ap6s 20 horas, a cultura fora centrifugada por 20 minutos a 12500

RPM e 4°C para ser lisada e purificada.

4.6. Lise e cromatografia de afinidade dos anticorpos recombinantes

O pellet do LUP37C11 proveniente da primeira expressao em 100 mL foi
ressuspendido em 10 mL de tamp&o de lise (NazHPO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol
10 mM, pH = 8,0) suplementado com coquetel de inibidores de protease para ser
sonicado. A sonicacao ocorreu por 15 minutos, intercalada por pulsos de 9,9 segundos.
Posteriormente, a solucéo foi centrifugada a 12500 RPM por 20 minutos a 4°C, com 0
sobrenadante coletado e filtrado para aplicagido no FPLC Akta Start (GE Healthcare
Bio-science, Estados Unidos) a fim de realizar a cromatografia e purificacdo do
anticorpo. Os pellets contendo corpos de inclusdo foram congelados a -20°C.

A coluna cromatogréfica utilizada foi a HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare
Bio-science, Estados Unidos) carregada com sulfato de niquel 0,1 M. A coluna foi
lavada com 20 mL de tampdo de lavagem (Tris 500 mM, NaCl 500 mM), seguida de
um aumento gradual de 5, 10, 20, 40 e 100% de tampao de eluicdo (Tris 500mM, NaCl
500 mM, Imidazol 500 mM), consistindo em 20 mL de elui¢éo divididos em aliquotas
de 1 mL. As amostras provenientes de picos de purificacdo foram congeladas a -20°C
para posteriormente serem avaliadas junto com corpos de inclusdo em gel SDS-PAGE
10%. O marcador de peso molecular utilizado para esses géis foi 0 Pierce™ Unstained
Protein MW Marker (26610, Thermo Fisher, Estados Unidos) (Figura 14).
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Figura 14. Pierce™ Unstained Protein MW Marker (26610, Thermo Fisher, Estados Unidos).

Uma vez constatada a presenca da proteina em corpos de inclusao, um protocolo
de extracdo via agente desnaturante foi adotado para todos os anticorpos. Nele, os pellets
das expressdoes em 100 mL foram ressuspendidos em tampdo de lise desnaturante
(Imidazol 30 mM, NaCl 500 mM, Tris 50 mM, Ureia 8 M) e incubados em gelo por
uma hora, sendo sonicadas nos mesmos parametros previamente apresentados. Apés
centrifugacdo e filtracdo, a cromatografia, em coluna de mesmo tipo, ocorreu nos
mesmos moldes de aumento gradual de tampdo, sendo as composi¢des do tampéo de
lavagem (Imidazol 60mM, NaCl 500mM, Tris 50mM e Ureia 4M) e de elui¢do (NaCl
137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, Imidazol 500 mM)
modificadas. As amostras provenientes de picos de purificacdo também foram
congeladas a -20°C para posteriormente serem avaliadas junto com corpos de inclusao
em gel SDS-PAGE 10%. Os géis foram corados com Comassie Blue por 30 minutos e
deixados sob agitacdo com descorante por 20 horas. Amostras contendo a banda dos

scFvs foram aplicadas em ensaio de western blotting.
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4.7. Western Blotting

Os ensaios de western blotting ocorreram com membrana de PVDF previamente
ativada com metanol. A transferéncia em membrana PVDF de blotting semi-seco
ocorreu a 18 V por 60 minutos pela utilizacdo do Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-rad, Estados Unidos) e tampéo de transferéncia (Tris 48 mM, Glicina 39 mM,
Metanol 20%, SDS 0,04%, pH = 9,2). A checagem da transferéncia foi realizada pela
passagem do marcador pré corado Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(26623, Thermo Fisher, Estados Unidos) (Figura 15) do gel para a membrana. Apos esta
etapa, a membrana foi lavada com tampdo TBS 1X (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH=
7,5) e incubada com tampao de bloqueio (TBS 1X, 5% de leite em po) por 60 minutos
sob agitacdo a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi incubada com o
anticorpo primario monoclonal anti-polihistidina (anti-His-Tag)  produzido em
camundongo (H102, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) diluido na propor¢do de 1:1000
no tampao de blogueio a 4°C sob agitacdo por 20 horas. No dia seguinte, a membrana
foi lavada com TBS 1X e incubada a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
anti-mouse 19G, IgM (H+L) produzido em cabrito (A10677, Sigma Aldrich, Estados
Unidos) diluido na propor¢do 1:500 no tampéo de blogueio por 60 minutos. Apds uma
lavagem final com TBS 1X, a membrana foi revelada com tampéo de revelacéo (1 M

Tris, 100 uM luminol, 100 uM é&cido p-cumarico, 0,6% H202) em transluminador.

Gel Blot

Figura 15. Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (26623, Thermo Fisher, Estados Unidos).
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4.8. Renaturacéo in vitro

Os anticorpos purificados e identificados via western blotting passaram por um
processo de renaturacdo in vitro devido a extragdo com ureia. Para isso, as amostras de
cada scFv foram aplicadas separadamente em membrana de dialise SnakeSkin™
Dialysis Tubing, 10K MWCO (68100, Thermo Fisher, Estados Unidos). As membranas
preenchidas foram imersas em 1 L de tampdo de dialise (Tris 20 mM, pH = 8,0) e
incubadas sob agitacdo a 4°C. Apds quatro horas, o tampéo de diélise foi descartado e
substituido por tampdo fresco, e as amostras foram mantidas na membrana sob agitacéo
por mais 20 horas. Com o término do periodo, as proteinas foram removidas das

membranas e estocadas a -20°C.

4.9. Analise da atividade enzimatica

A atividade da KLK7 sem e com a presenca de anticorpos recombinantes foi
monitorada por ensaio de fluorescéncia pela hidrélise do substrato fluorogénico P1Y
(Abz-KLYSSKQ-EDDnp) em concentracdo final de 20 UM em placa de 96 pocos no
espectrofluorimetro Sinergy™ H1 (BioTek, Estados Unidos) com comprimentos de
onda ajustados para Aem = 380 nm e Aex = 460 nm. O tampao de ensaio utilizado foi Tris
50 mM, pH = 7,5. Para a atividade sem presenca de anticorpo, quanto para a presenca
de diferentes concentracdes desses, foram realizadas triplicatas das leituras durantes dez
minutos. As triplicatas foram utilizadas para obtencdo de uma média e de um desvio
padréo interpretado como o erro das medic¢Ges. Dentro dos dez minutos de leitura, a
placa foi aquecida previamente a 37°C, com leituras a cada 30 segundos separadas por
intervalos de agitacdo das amostras nos pocos. Para a obtencéo do 1Csg, 0s dados obtidos

foram submetidos para anélise no programa GraphPad Prism 8.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise comparativa das sequéncias de anticorpos

As sequéncias dos clones LUP37A10, LUP37C11 e LUP37D11 encontram-se
patenteadas no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) e, portanto, ndo seréo
completamente apresentadas nesse trabalho por questbes juridicas. Todavia, certos
aspectos quanto a similaridade dos anticorpos, ponto isoelétrico, e presenca de cddons
raros serdo apresentados a seguir. As trés sequéncias foram submetidas inicialmente no
ProtParam ExXPASy. Na Tabela 1, é possivel observar os parametros de massa (kDa),
ponto isoelétrico e coeficiente de extingdo molar (M cm™), enquanto na Tabela 2
encontra-se explicitada a quantidade percentual de cada residuo de aminoacidos nos trés

clones.

Tabela 1. Massa, ponto isoelétrico e coeficiente de extingdo molar dos scFv obtidos no ProtParam ExPASYy.

Parametros Anticorpos scFv
LUP37A10 LUP37C11 LUP37D11
Massa (kDa) 28,7 28,7 28,7
Ponto isoelétrico 4,75 4,85 4,85
Coeficiente de 55600 46090 46090
Extingdo Molar
(M1cm)




o1

Tabela 2. Quantidade percentual de residuos de aminoacidos em cada clone scFv.

Residuos de Anticorpos scFv
aminoacidos LUP37A10 LUP37C11 LUP37D11
Ala 7.8% 8.2% 8.2%
Arg 3.0% 3.4% 3.4%
Asn 0.7% 2.2% 1.5%
Asp 4.4% 4.9% 5.2%
Cys 1.5% 1.5% 1.5%
GlIn 5.2% 6.0% 6.0%
Glu 5.6% 5.6% 5.6%
Gly 10.7% 10.5% 10.4%
His 0.7% 0.7% 1.1%
lle 1.5% 1.9% 1.9%
Leu 6.7% 5.6% 5.6%
Lys 3.7% 4.1% 4.1%
Met 1.9% 1.9% 1.9%
Phe 2.6% 2.6% 2.6%
Pro 5.2% 4.5% 4.9%
Ser 14.4% 12.4% 12.3%
Thr 8.9% 8.2% 8.2%
Trp 2.2% 1.5% 1.5%
Tyr 5.6% 6.0% 6.0%
Val 7.8% 8.2% 8.2%

Pelas caracteristicas descritas, observou-se que os clones LUP37C11 e
LUP37D11 possuem uma maior semelhanca quando comparados ao LUP37A10; ambos
possuem 0 mesmo ponto isoelétrico e coeficiente de extingdo molar, compartilhando
quantidades percentuais equanimes dos residuos de aminoacidos de alanina (8,2%),
arginina (3,4%), glutamina (6%), isoleucina (1,9%), leucina (5,6%), lisina (4,1%),
treonina (8,2%), triptofano (1,5%), tirosina (6%) e valina (8,2%), enguanto
compartilham com LUP37A10 as mesmas quantidades percentuais apenas para oS

residuos de cisteina (1,5%), glutamato (5,6%), metionina (1,9%) e fenilalanina (2,6%).
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As diferencas de sequéncia entre LUP37C11 e LUP37D11 resumem-se ao percentual
de residuos de asparagina (2,2% e 1,5%, respectivamente), aspartato (4,9% e 5,2%),
histidina (0,7% e 1,1%), prolina (4,5% e 4,9%) e serina (12,4% e 12,3%). Desses
altimos residuos, o clone LUP37C11 compartilhou a mesma quantidade de histidina
com LUP37A10.

A conservacdo dos residuos de cisteina nos trés clones indica a importancia da
formacéo de pontes dissulfeto em cada dominio (VH e VL), tornando-se um provavel
ponto essencial para o dobramento correto dessas proteinas, uma vez que a quebra
dessas ligacOes ja demonstrou ser fator para proteolise, perda de afinidade ou agregacao
de anticorpos scFv (SEO et al., 2009).

Desse modo, como fora abordado na Secdo 1.8, linhagens de E. coli como a
Origami 2 impedem a reducdo de residuos de cisteina, permitindo a formacéo das pontes
dissulfeto. Assim, tal linhagem fora escolhida para ser testada na expresséo dos clones
ScFv.

As sequéncias também foram submetidas na ferramenta pblast do BLAST a fim
de aferir o grau de identidade e similaridade entre as sequéncias. Os resultados podem
ser observados nas Tabelas 3 e 4. E interessante denotar que apesar de divergirem em
relacdo a certas quantidades de residuos de aminoéacidos, os clones LUP37C11 e D11
sdo quase 100% similares — isto é, quando ocorre mudanca de um aminoacido em uma
dada posicdo em uma das duas sequéncias, a mudanca quase sempre se da para outro
aminoacido de propriedades bioguimicas semelhantes. Na realidade, a Unica alteracao
assimilar foi decorrente da adi¢do de um residuo de histidina na posicdo 237 do clone
LUP37D11. Por outro lado, a identidade e similaridade de ambos os clones ndo chegou
a 90% quando comparados com a sequéncia do LUP37A10.

Residuos de arginina, leucina, isoleucina e prolina foram estudados para buscar
a presenca de codons raros nas sequéncias dos anticorpos. Para isso, as sequéncias
nucleotidicas foram avaliadas a fim de visualizar os codons correspondentes a esses
residuos na leitura de frame correta. A quantidade total de cada um desses residuos nos
anticorpos foi considerada como 100%, visando ao calculo da quantidade relativa de
cdédons raros correspondentes a esses aminoacidos presente nos clones. Os resultados

podem ser observados na Tabela 5.



Tabela 3. Grau de identidade entre os anticorpos scFv.

Anticorpos Grau de Identidade
sckv LUP37A10 LUP37C11 LUP37D11
LUP371A10 - 81,48% 81,55%
LUP37C11 81,48% - 98,51%
LUP37D11 81,55% 98,51% -
Tabela 4. Grau de similaridade entre os anticorpos ScFv.
Anticorpos Grau de Similaridade
sckv LUP37A10 LUP37C11 LUP37D11
LUP371A10 - 87,4% 87,82%
LUP37C11 87,4% - 99,3%
LUP37D11 87,82% 99,3% -

Tabela 5. Quantidade percentual de cddons raros entre os anticorpos scFv.

Cdbdons Quantidade percentual de codons raros nos clones
Raros scFv
LUP37A10 LUP37C11 LUP37D11
Arginina 50% 55,5% 55,5%
(AGG, AGA,
CGA)
Leucina 0% 6,6% 6,6%
(CUA)
Isoleucina 0% 0% 0%
(AUA)
Prolina 14,28% 25% 23,8%
(CCQC)
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Nenhum dos anticorpos apresentou cédon raro para isoleucina. Por outro lado,

mais de 50% das argininas dos scFv selecionados correspondem a algum dos cédons
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raros (AGG, AGA, CGA), enquanto fora constatada a presenca de codons raros para a
leucina nos clones LUP37C11 e D11. O cédon CCC de prolina também foi encontrado
em todas as sequéncias, mas em quantidades percentuais diferentes. Como descrito na
secdo 1.8, a presenca de tais cédons pode promover uma diminuigéo severa na producao
da proteina recombinante, de modo que seja extremamente dificultoso de obter a mesma
purificada.

Dentre as possiveis estratégias estabelecidas para ultrapassar esse desafio,
encontram-se 0 processo de optimizacdo de codons e a utilizacdo de linhagens
especificas de E. coli. A primeira se trata da sintese da sequéncia nucleotidica com
modificacdo desses codons para codons equivalentes (isto é, que correspondem ao
mesmo aminoacido no processo de tradugdo) que ndo sao raros N0 genoma bacteriano.
Ja a segunda consiste na utilizacdo de linhagens de E. coli com suplementacdo de
tRNAs, como a Rosetta™ (DE3) (Secéo 1.8).

Apesar da optimizagdo de codons possuir a vantagem de ndo depender de uma
linhagem de E. coli especifica para expressao apds a modificacdo da sequéncia, 0 uso
da Rosetta™ (DE3) foi optado para essa pesquisa por ser uma linhagem ja disponivel
em nosso laboratério, visando a uma comparacdo da eficacia da expressdo com a
linhagem Origami 2.

Para isso, um unico clone foi selecionado para testes de expressao em 10 mL de
meio de cultura, tratando-se do LUP37C11, por justamente possuir mais cdédons raros,

levando a uma comparacgdo mais efetiva dentre as expressdes nas duas linhagens.

5.2. Clonagem dos genes scFv no vetor pET-28 a (+)

Como abordado na Secdo 1.8, os genes scFv encontravam-se clonados no vetor
pHAL30, necessitando, portanto, serem digeridos para entdo serem clonados no vetor
pET-28 a (+). O vetor também necessitou passar pelo processo de digestéo, a fim de ser
aberto para posterior ligacdo dos insertos digeridos. O gel de agarose da digestdo do
vetor pET-28 a (+) pode ser observado na Figura 16. Como controle negativo, foi

utilizado o vetor fechado nao-digerido (aproximadamente 4000 bp).
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Figura 16. Gel de agarose 1% do vetor pET-28 a (+) digerido com enzimas Not | HF e Nco | HF.

As digestdes dos insertos (aproximadamente 800 bp) no vetor pHAL30 podem
ser observadas nas Figuras 17 e 18. Como descrito na Se¢do 4.1, os produtos das
digestbes foram extraidos e ligados no pET-28 a (+) aberto, passando por um
processamento de estocagem antes de serem utilizados para transformacao de células
competentes Origami 2 e Rosetta™(DE3). Como abordado na se¢do anterior, o clone
LUP37C11 foi selecionado para as primeiras transformacGes nessas linhagens. O
resultado dos PCR de colonia de ambas as linhagens transformadas com esse clone pode
ser visualizado nas Figuras 19 e 20. Para os PCR de coldnia, células transformadas das
respectivas linhagens com o vetor pET-28 a (+) fechado sem inserto foram utilizadas
como controle positivo, enquanto o controle negativo foi constituido sem a adicao de
nenhuma coldnia. Sete coldnias positivas de Rosetta™ (DE3) contendo plasmideo com
LUP37C11 foram constatadas, enquanto cinco col6nias da linhagem Origami 2 foram

selecionadas (Figuras 19 e 20).

100bp LUP37C11- LUP37D11-
bp Ladder Plus pHAL30 pHAL30

3000

1200
800

500

100

Figura 17. Digest6es dos clones LUP37C11 e LUP37D11 clonados no vetor pHAL 30. Os fragmentos digeridos

(aproximadamente 800 bp) estéo destacados pelo retangulo vermelho.
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Figura 18. Digestdo do clone LUP37A10 clonado no vetor pHAL 30. O fragmento digerido (aproximadamente 800 bp) esta

destacado pelo retangulo vermelho.
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Figura 19. PCR de coldnia de células Origami 2 transformadas com LUP37C11 clonado no vetor pET-28 a (+).
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Figura 20. PCR de coldnia de células Rosetta (DE3) transformadas com LUP37C11 clonado no vetor pET-28 a (+).

Uma vez constatada as clonagens corretas do clone LUP37C11, uma col6nia
positiva de cada linhagem foi isolada em 5 mL de meio LB acrescido dos respectivos
antibidticos (Secdo 4.3) e mantida sob agitacdo a 37°C por 20 horas, para entdo serem

utilizadas nos ensaios de expressao em culturas de 10 mL.

5.3. Expresséo de LUP37C11 em culturas de 10 mL

Em cada cultura de 10 mL foram adicionados 100 pL da cultura de 5 mL do dia
anterior. As novas culturas foram mantidas a 37°C sob agitacdo, e seus crescimentos
foram analisados via ODesoo. A densidade dptica tem se mostrado uma excelente
ferramenta de andlise de crescimento em cultura bacteriana, sendo os valores de ODeoo
= 0,5 a 0,6 correspondentes a fase exponencial do crescimento de populacdo de tais
microrganismos. E na fase exponencial onde se encontram as melhores condicdes para
inducdo de expressao de proteinas recombinantes (WIDDEL, 2010).

Géis SDS-PAGE 10% de expressdes do LUP37C11 em ambas as linhagens
podem ser visualizados nas Figuras 21 e 22. Culturas com concentracdes de 50, 100,
250, 500 uM de IPTG foram avaliadas nos intervalos de duas, quatro e vinte horas,
sendo adicionados nos geis 10 pL de uma diluicdo 1:10 dos pellets das expressdes em
agua ultrapura. Como demonstra a Figura 21, ndo ocorreu a intensificacdo de nenhuma
banda préxima ao tamanho desejado de 28 kDa na Origami 2. Uma intensificacao
acentuada de bandas de 25 a 35 kDa ocorreram nas amostras provenientes da linhagem
de Rosetta™ (DE3) (Figura 22) quando comparada com células transformadas apenas

com a anterior.
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Figura 21. Gel SDS-PAGE 10% de LUP37C11 expressado em Origami 2 (10 mL) em diferentes concentrac@es de IPTG (50,
100, 250 e 500 puM).
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Figura 22. Gel SDS-PAGE 10% de LUP37C11 expressado em Rosetta™ (DE3) (10 mL) em diferentes concentragdes de
IPTG (50, 100, 250 e 500 puM).
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Figura 23. Western Blotting das expressdes em 10 mL de LUP37C11 em Origami 2 em diferentes concentra¢des de IPTG
(50, 100 e 250 pM).
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Figura 24. Western Blotting das expressdes em 10 mL de LUP37C11 em Rosetta™(DE3) em diferentes concentracdes de
IPTG (50, 100 e 250 pM).

Ainda assim, 0 método de coragem nao se demonstrou efetivo para observacdo
de uma banda acentuada de proteina recombinante, dada a abundéncia de proteinas
dentro do intervalo de 25 a 35 kDa, fenbmeno que dificultou a busca para uma banda
especifica. Desse modo, as mesmas amostras foram analisadas via western blotting.
Inicialmente, foram aplicadas apenas as amostras de 50, 100 e 250 uM de IPTG. Como
controle positivo, foi utilizada uma serpina recombinante, produzida pelo grupo de
pesquisa, que também contém His-Tag. Os resultados podem ser observados nas Figuras
23e24.
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Apenas expressdes derivadas da linhagem Rosetta™(DE3) demonstraram
aparecimento da banda scFv, precisamente na concentracéo de 50 UM de IPTG. A pouca
intensidade da banda foi associada ao fato de a amostra ser derivada de uma diluicdo de
uma aliquota de 1 mL da cultura de 10 mL, acarretando em uma quantidade infima
recombinante disponivel.

E interessante notar que o aumento da concentragdo de IPTG n&o acarretou no
aumento da expressdo do anticorpo LUP37C11 — cujos valores para alem de 50 uM de
indutor ndo culminaram em bandas detectaveis no ensaio. A nossa hipotese é de que as
outras concentragdes também produziram o clone, mas em menor quantidade, de modo
que a diluicdo da amostra da cultura impediu a captacdo no ensaio, uma vez que achados
bibliograficos recentes também demonstraram que concentracbes menores de IPTG
resultaram em melhores expressdes de anticorpos scFv em E. coli (FARSHDARI et al.,
2020).

Além disso, o fato de ndo ocorrer expressao detectavel da proteina recombinante
na linhagem Origami 2 demonstrou que a rasa constituicao de cisteina do clone nédo foi
efetivamente uma problematica para a expressdo do mesmo, mas a presenca de codons
raros afetou efetivamente o sucesso da producgéo do scFv, dada a detecgdo apenas nas
células Rosetta™(DE3). Assim, as células com o clone LU37C11 dessa Ultima
linhagem foram utilizadas para expressdao em 100 mL e, ndo obstante, os anticorpos
LUP37A10 e LUP37D11 clonados no pET-28 a (+) foram transformados em células da
linhagem, cujo resultado pode ser observado pelo PCR de colbnias da Figura 25. Foi
optado, por uma questdo de prazo, seguir adiante com expressdo em 100 mL com 50
MM de IPTG, a fim de se observar bandas mais notérias em gel e em blotting.

Rosetta (DE3) Rosetta (DE3)
® (LUP37D11-pET-(LUP37D11-pET-
RN 28 a (+)) 28 a (+))
\5’6 1 \

Kilobases
10,0

3,0

2,0

1,5
1,0

0,5

[

Rosetta
(DE3)(pET-28 a
(+)

Figura 25. PCR de col6nias Rosetta™(DE3) transformadas com LUP37A10 e D11.
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5.4. Expressao dos scFvs em culturas de 100 mL

O LUP37C11 foi o primeiro dos trés scFvs selecionados para a expressdo em
100 mL em Rosetta™(DE3). O cromatograma da purificacdo de afinidade pode ser
observado na Figura 26, com um pico de 40 mAU em apenas 25 mM de imidazol (5%
de tamp@o de elui¢do). Picos menores de UV foram observados durante todas as etapas
de eluicdo da amostra, como demonstra a mesma figura. Uma vez que esses ruidos
poderiam indicar também a possivel presenca do anticorpo, amostras de cada
porcentagem de eluigéo foram aplicas em gel SDS-PAGE 10% (Figura 27). As amostras
T7 e T8 referem-se ao pico de eluicdo em 25 mM de Imidazol; T12 e T13 de 50 mM, e
T19 de 100 mM. Juntamente a elas, foram aplicadas ao gel o pellet restante apos lise
celular (corpos de inclusédo) diluido quinze vezes e amostra decorrente das proteinas que
ndo se ligaram na coluna e foram descartadas da mesma na etapa de lavagem (flow-
through).

mAU
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45
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35
Imidazol100mM |
(20% de tampéo)

25 T19 ‘

” |

1 Imidazol25mM

1| (5% detamp&o) jmidazol 50 mM
T7-T8 (10% de tampéo)
5 T12-T13

I

30

7
T8
9
T10

1

1

Figura 26. Cromatograma de LUP37C11.
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Figura 27. Gel SDS-PAGE 10% dos picos de purificagdo de LUP37C11.

Como é possivel observar, bandas visiveis s6 foram obtidas em T7 e T8, com as
bandas principais proximas ao marcador de 35 kDa. Ainda mais, uma banda forte do
mesmo tamanho fora observada na amostra de corpos de inclusdo, logo abaixo de outra
banda demasiadamente expressa (Figura 27). Suspeitou-se que essa banda, juntamente
com as observadas em T7 e T8 de mesmo tamanho tratavam-se do scFv LUP37C11 e,

para isso, as amostras foram submetidas a procedimento de western blotting (Figura 28).

\0
O
R
&L &£
9% 0
@ T7 Pellet
T ——

Figura 28. Western Blotting do pico T7 e pellet (corpos de inclusdo).

Através do western blotting, foi possivel identificar a presenca do anticorpo scFv
tanto em T7-T8 quanto no pellet (corpos de inclusdo). Uma vez que o pellet foi diluido
15 vezes para o experimento, e aplicado apenas 10 pL dessa diluigdo, chegou-se a
conclusdo de que grande parte da proteina recombinante fora mantida de modo insolavel

em corpos de inclusdo, de modo a necessitar de lise celular via agente desnaturante.
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A expressao foi refeita com a presenca de ureia, € 0 cromatograma pode ser
observado na Figura 29. Verificaram-se trés picos em concentragdes diferentes de
tampdo de eluicdo, um pico de aproximadamente 35 mAU em 5% de tamp&ao (amostras
T7-T8), outro de 60 mAU em 10% de tampdo (T11-T12), e o ultimo de 50 mAU em
20% de tampé&o (T16-T17). Uma das hipoteses para a diferenca entre as cromatografias
da expressdo com e sem ureia reside no fato da interacdo da His-tag com a coluna
cromatografica divergir quando a proteina estd em sua conformacdo correta e quando
estd desnaturada. A estabilidade da proteina € uma caracteristica fundamental para a
retencdo dela na cromatografia de afinidade (IVANOVA et al., 2016), e a desnaturacéo
por ureia jA demonstrou alterar a retencdo de moléculas em outros métodos
cromatograficos, como de troca idnica (KHADEMI; MOSTAFAIE, 2010) e de
interacdo hidrofébica (FENG; JIANG; GENG, 1995).
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Figura 29. Cromatograma de LUP37C11 extraido com ureia 8 M.

As amostras dos picos de purificacdo foram aplicadas em um gel SDS-PAGE
10% (Figura 30). As amostras de 20% de tampdo de elui¢do culminaram em bandas
poucos visiveis no gel. Todavia, o anticorpo scFv foi observado nas elui¢des tanto de
5% quanto de 10%, com tais amostras apresentando também uma banda de

contaminagdo proxima ao marcador de 25 kDa.

Amostras purificadas (% de tampao de eluigdo)

&o"\ { 5% 10% 20% \
° ’

& S o { bl a0t le .8
X ‘\<° Qe’\\"’ Q <2 &N A A A

Figura 30. Gel SDS-PAGE 10% dos picos de purificagdo de LUP37C11 extraido com ureia 8 M.

Para fins comparativos, os clones LUP37A10 e LUP37D11 foram expressos e
purificados nas mesmas condi¢bes. As cromatografias dos respectivos scFv podem ser
visualizadas nas Figuras 31 e 32, enquanto os géis podem ser observados nas Figuras
33 e 34. Enquanto LUP37A10 foi purificado sem a presenca de contaminantes a 5%, a
proteina LUP37D11 apresentou um resultado semelhante ao LUP37C11 — presenca do
scFv em 5% e 10% de tampdo de eluicdo, ambos com a presenca de outros
contaminantes. E interessante denotar, portanto, que LUP37C11 e LUP37D11 possuem
ndo apenas uma alta similaridade em suas sequéncias, mas também em suas

expressividades e purificagdes.
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Figura 32. Cromatograma de LUP37D11 extraido com ureia 8 M.
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Figura 33. Gel SDS-PAGE 10% dos picos de purificacdo de LUP37A10 extraido com ureia 8 M.
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Figura 34. Gel SDS-PAGE 10% dos picos de purificagdo de LUP37D11 extraido com ureia 8 M.
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Ainda mais, a purificacdo de LUP37A10 apresentou varios ruidos durante todo
gradiente de eluicéo, sendo distinguidos apenas dois picos mais notorios, em 5% e 20%
de tampéo de eluicdo. Entretanto, a banda do scFv foi observada na menor concentracéo
de imidazol (25 mM), sem contaminantes. A hipGtese € que os demais ruidos da
cromatografia foram resultantes da continua diluicdo de contaminantes, uma vez que,
observando-se os géis dos outros clones, 0s contaminantes mais concentrados foram
encontrados nos picos de 10% e 20% de tamp&o, sem a presenca de tais ruidos.

Todas as amostras eluidas com 25 mM de imidazol dos trés clones foram
concentradas e aplicadas novamente em gel SDS-PAGE 10% e analisadas via western
blotting (35 e 36). A Gnica amostra medida, devido a sua pureza, foi o LUP37A10, com
concentracdo de 85 ng/uL, totalizando 42,4 ug de proteina. Através das concentragdes,
foi possivel evidenciar ainda mais a presenca de contaminantes, precisamente de
aproximadamente 66 e 25 kDa, juntamente com os scFv LUP37C11 e LUP37D11
expressos. Para o blotting, as amostras dos LU37C11 e D11 foram diluidas na proporcéo
1:2 e adicionados apenas 10 pL das dilui¢Ges, enquanto que para LUP37A10 foram
adicionados 20 pL de amostra ndo diluida, culminando em bandas de mesma
intensidade para todos os anticorpos, demonstrando que os anticorpos LUP37C11e D11
foram obtidos em uma concentracdo aproximadamente quatro vezes maior que
LUP37A10.

18,4
14,4

Figura 35. Gel SDS-PAGE 10% das amostras contendo os trés scFv concentrados.
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Figura 36. Western blotting das amostras dos trés scFv concentradas.

Ainda assim, a purificacdo por cromatografia de afinidade de His-tag ndo se
demonstrou um método eficaz, uma vez que apenas um dos trés clones foram obtidos
puros, diferentemente de outras proteinas purificadas pelo grupo de pesquisa N0 mesmo
sistema de cromatografia. A contaminacdo na cromatografia de afinidade com uso de
His-tag por proteinas intrinsecas de E. coli ndo é um fendmeno completamente
incomum em estudos de biologia molecular. As bactérias possuem proteinas que
carregam sequéncias de residuos de histidina que também possuem afinidade pelo
niquel, como a SlyD (20,8 kDa), uma proteina que atua no dobramento de certos
polipeptidios e que possui uma sequéncia C-terminal com 15 residuos de histidina. J& a
ArA (74,3 kDa) possui residuos de histidina separados na estrutura primaria que,
quando enovelados na estrutura terciaria, sdo expostos na superficie da molécula
formando clusters possuintes de afinidade ao niquel (ANDERSEN; LEKSA;
SCHWARTZ, 2013). Um mecanismo semelhante também ocorre na glutamina-frutose-
6-fosfato aminotransferase (66 kDa), que possui residuos de histidina sequencialmente
préximos, atuante na conversao de frutose-6-fosfato para glucosamina-6-fosfato para
utilizacdo do nitrogénio na célula (ROBICHON et al., 2011).

Outras proteinas, como a anidrase carbbnica Il (25 kDa), essencial para a
intercoversdo de gas carbonico e bicarbonato, e 0 componente E1 do complexo piruvato
desidrogenase (99 kDa), presente na conversdo de piruvato em acetil-CoA e COo,
também apresentam residuos de histidina que influenciam a afinidade com o niquel da
coluna cromatografica (ROBICHON et al., 2011).

Diversos outros métodos foram estabelecidos na tentativa de aumentar a pureza
de proteinas recombinantes produzidas em E. coli. Dentre eles, destacam-se a utiliza¢éo

de linhagens de E. coli modificadas para expressar uma glutamina-frutose-6-fosfato
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aminotransferase cujo clusters de histidina sdo substituidos por grupamentos de alanina
(ROBICHON et al., 2011), linhagens onde algumas das demais proteinas supracitadas
séo expressas de modo fusionado a um sitio de ligacao a quitina para exclusao pelo uso
de resina de quitina (ROBICHON et al., 2011), e bactérias com modificagdes nos genes
da SlyD e ArnA (ANDERSEN; LEKSA; SCHWARTZ, 2013).

A clonagem do gene da proteina de interesse em outras vetores com tags mais
especificas também podem corroborar com uma purificacdo mais limpa. O epitopo
FLAG é uma sequéncia polipeptidica de aproximadamente 1 kDa que se liga
especificamente a anticorpos monoclonais anti-FLAG presentes na coluna
cromatografica, tornando-se um sistema de cromatografia de afinidade altamente
seletivo. A Strep-Tag Il é uma sequéncia polipeptidica de oito aminoacidos que possuli
forte afinidade a streptavidina, uma proteina isolada da espécie Streptomyces avidinii,
também carregada em colunas cromatograficas (LICHTY et al., 2005).

Todavia, devido a pandemia de COVID-19 e cenério de isolamento, ndo foi
possivel estudar e realizar outros métodos de purificagdes nos clones LUP37C11 e
LUP37D11 para a obtencdo desses scFv sem contaminantes. Assim sendo, foi optado

por seguir adiante com os experimentos de ICso apenas com o clone LUP37A10.

5.5. Teste de ICsg

Os valores de concentracdo do LUP37A10 utilizados juntamente com as
atividades residuais medidas da KLK7 recombinante podem ser visualizados na Tabela
6, cuja representacdo grafica estd detalhada na Figura 37. A méxima concentracdo
utilizada do anticorpo foi 300 nM; maiores concentragdes acarretaram em precipitacao
nas amostras, impedindo leituras de fluorescéncia com R? > 0,5.

Através do ensaio, foi possivel visualizar uma inibicdo maxima de 53% da
atividade da KLK7 recombinante com 300 nM do scFv LUP37A10 (Tabela 6),
culminando em um ICso de aproximadamente 297 nM (Figura 37). O resultado é
divergente com o obtido previamente com o mesmo clone no formato scFv-Fc, que
consegue inibir 50% da atividade de KLK7 recombinante em uma concentragéo de
apenas 0,81 nM (LAUREANQO et al., 2020).
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Tabela 6. Atividade residual de KLK7 recombinante (%) por LUP37A10.

LUP37A10 Atividade
[nM] residual
KLK7 (%)
5 87+ 14
20 83+21
100 76 £ 0,7
200 57+15
300 47+ 2,6
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Figura 37. Gréfico de ICso de LUP37A10 contra KLK7 recombinante.

Entretanto, o resultado ainda é corroborante com o encontrado em diversas
bibliografias, que denotam que moléculas scFv possuem uma menor estabilidade
quando comparados com seus clones scFv-Fc, apesar da variancia de estabilidade entre
anticorpos scFv distintos ser alta e ser precisamente objeto de estudo para a melhora da
producdo de moléculas mais estaveis (NIAN et al., 2016).

Quanto a precipitacdo das amostras em ensaio de inibicdo em concentragdes

maiores que 300 nM do anticorpo, a estabilidade do scFv esta relacionada em diferentes
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graus com os fendmenos de agregacdo e precipitagdo proteica, além de protedlise e
hidrélise (MILLER et al., 2010). Uma vez que os demais clones scFv ndo foram
completamente purificados, a escassez de um estudo comparativo entre as moléculas
impede uma conclusdo se o0 aspecto de precipitacdo € exclusivo da molécula LUP37A10
ou se é compartilhado com as outras sequéncias selecionadas.

O grau de estabilidade de um anticorpo scFv muitas vezes esta associado com
instabilidades intrinsecas das sequéncias VH e VL (WORN; PLUCKTHUN, 1999) e
como os trés clones variam apenas na regido VL, seria interessante visualizar se 0s
LUP37C11 e D11 apresentariam resultados semelhantes. Apesar de outras bibliografias
sobre scFv de outros alvos ndo constar aspectos de precipitacdo, ndo existe, até o dado
momento do presente trabalho, bibliografia publicada de outros anticorpos scFv
produzidos especificamente contra a KLK?7 e suas atividades inibitorias, inviabilizando
ainda mais comparacdes.

Todavia, € importante ressaltar que uma biomolécula com 1Cso menor que 1 uM
é considerada como um potencial ponto de inicio para avancar em estudos de quimica
medicinal (MACINTYRE; RAMACHANDRUNI; BURROWS et al., 2018), e 0 scFv
descrito estd dentro dessa possibilidade. Apesar de ser também almejado moléculas
finais com um ICsp menor que 10 nM (MACINTYRE; RAMACHANDRUNI;
BURROWS et al., 2018), deve ser levado em conta que a geracdo de um anticorpo scFv
em bactéria € notoriamente mais barata que a geracdo de clones scFv-Fc em células de
mamiferos, cujas manutencbes exigem meios de cultura e soros mais caros, sendo 0
quesito econdmico um ponto positivo em contrapartida da atividade dos fragmentos de
anticorpos. Sendo assim, apesar do clone LUP37A10 néo ter demonstrado uma forte
inibicdo quando comparado ao seu formato scFv-Fc, a sua purificacdo e caracterizacao

inibitdria é uma realizacdo conspicua para o futuro dos estudos dessas moléculas e alvo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O trabalho aqui apresentado visou ao estudo de anticorpos scFv anti-KLK7
selecionados via phage display expressados em E. coli, desde as sequéncias
nucleotidicas e peptidicas, até a expressédo, purificacao, e ensaio de atividade inibitéria.
A pesquisa reafirmou as dificuldades presentes hoje no desenvolvimento biotecnologico
quanto a obtencdo de tais moléculas, tanto quanto a baixa expressividade como as
probleméticas do conseguimento das proteinas efetivamente purificadas na producéo
em E. coli.

Ainda assim, certos resultados interessantes foram obtidos, como a selecdo de
uma linhagem de bactéria capaz de expressar tais clones, assim como a discussao de
possiveis métodos que possuem potencial de minimizar a presenca de contaminacdes
na cromatografia de afinidade, dando a esse trabalho a possibilidade de ser revisado
futuramente com outros métodos de purificacdo apresentados, visando a obtencédo e
comparacado dos clones LUP37C11 e LUP37D11 ndo contaminados. Ainda mais, n0osso
laboratério possui scFv selecionados também contra as KLK3 e KLK®6, de forma que
esse trabalho e as dificuldades aqui apresentadas possam ser utilizadas em futuros
projetos com demais scFv como uma base para novas estratégias de aquisi¢ao de clones
anti-KLKSs.

A Unica molécula purificada, LUP37A10, demonstrou o curioso carater de
precipitacdo, em concentra¢des acima de 300 nM, quando associado a KLK7 em ensaios
de inibicdo. A absoluta escassez de bibliografia sobre outros scFv anti-KLK7 impede a
confirmacdo que essa é uma caracteristica exclusiva desse fragmento de anticorpo, ou
se seria compartilhada com outros scFv anti-KLK?7, possibilitando um estudo ainda
mais aprofundado da relacéo antigeno-anticorpo. Nao obstante, é de suma importancia
estudar se a concentracdo de 300 nM, ou demais concentracfes aqui utilizadas, é capaz
de alterar a desregulagdo epidérmica em modelos de Sindrome de Netherton.

Dessa forma, finaliza-se esse trabalho demonstrando-se que, apesar do forte
potencial de moléculas scFv, ainda had muito a ser pesquisado e comparado para que um
sistema bacteriano de expressao seja rentavel e eficaz de modo universal aos fragmentos
de anticorpos do tipo scFv, sendo essa pesquisa somada aos pontos cruciais que ainda

precisam ser exaustivamente estudados.
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