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resumo

Imunoensaio, anticorpos recombinantes, phage display, fagos, ciprofloxacina, ELISA, esferas
magnéticas, fragmentos de anticorpos

Este trabalho teve como objectivo central a obtencdo de mini-anticorpos recombinantes

com especificidade para o antibidtico ciprofloxacina (CPFX). A utilizacdo em saldde humana,
animal e vegetal deste antibiético tornou-o, a semelhanca de outros, um problema de
contaminacdo ambiental. Actualmente, o doseamento de CPFX em amostras é feito, na
maioria das vezes, por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), o que é um método
bastante moroso. Assim, ha grande interesse em desenvolver métodos alternativos, rapidos e
sensiveis para deteccdo daquele composto. Imunoensaios com recurso a anticorpos
recombinantes, ou fragmentos de anticorpos, € uma via interessante e esta constitui o
objectivo Ultimo desta investigagéo.
Para tal, neste trabalho escolheu-se efectuar uma seleccdo numa biblioteca de fagos
(Griffin.1) que expressam mini-anticorpos de cadeia Unica (scFv's) a sua superficie
(denominados phAbs), para isolar alguns com afinidade para CPFX, através da técnica de
phage display.

O processo exigiu, hum primeiro passo, a imobilizacdo da CPFX num suporte solido,
tendo-se optado por esferas magnéticas. Efectuou-se a ligacdo covalente entre o grupo
carboxilico da CPFX e o0s grupos amina a superficie das esferas por reaccdo com
carbodiimida. Conseguiu-se uma aparente saturagcdo dos grupos amina com CPFX. Para
guantificacdo de CPFX nas solug®es, foi previamente desenvolvido e validado um método de
HPLC que se distingue de outros métodos reportados.

Seguidamente, efectuou-se um protocolo de seleccdo sobre a biblioteca de mini-
anticorpos acima referida utilizando as esferas derivatizadas com CPFX. Em varios ciclos
sucessivos de selecgdo, a eluicdo das esferas de phAbs (especificos) foi efectuada com
guantidades decrescentes de CPFX livre em solucdo, e com tempos de eluicdo também
decrescentes, de modo a promover uma pressdo selectiva cada vez mais apertada.
Desenvolveu-se também um método para separar phAbs eluidos da CPFX em solucéo,
baseado em cromatografia de exclusao molecular.

Para testar a afinidade e especificidade de phAbs, desenvolveu-se com sucesso métodos
de ELISA que empregam as esferas magnéticas derivatizadas com CPFX e os préprios phAbs
(em vez dos mini-anticorpos separados dos fagos).

ApOs quatro ciclos de selecgdo, analisaram-se por ELISA 32 clones, tendo-se detectado
cinco clones com afinidade por CPFX. Procedeu-se, entdo, a sequenciacdo dos genes dos
fragmentos daqueles cinco clones, mas soO trés deles tiveram resultados conclusivos.
Curiosamente, todos trés correspondem a fragmentos V|, e ndo a scFv's, sendo que dois sao
da mesma familia (VKII). Produziram-se os phAbs dos trés clones e analisaram-se em ELISA
competitiva, a fim de identificar aqueles que ligam CPFX em solugcdo, e ndo apenas CPFX
imobilizada nas esferas. Apenas dois dos phAbs satisfizeram este critério, mas s6 um
(correspondente ao clone 406) mostrou um comportamento regular na ELISA. Este ensaio
mostrou um limite de deteccdo de CPFX de 9,3 nM. Analisou-se também por ELISA
competitiva a especificidade deste phAb, verificando-se que ele possuia reactividade cruzada
com outras trés fluoroquinolonas, mas ndo com outros dois antibiéticos nao-quinolonas.

Os fragmentos V|, separados dos fagos, do clone 406 foram produzidos com sucesso por
cultura de E. coli em pequena escala, conforme confirmado por analise dot blot.

Este conjunto de resultados sugere como trabalho futuro a producdo em maior escala de
fragmentos isolados, bem como o desenvolvimento e a validacdo de imunoensaios para
deteccéo e quantificacdo de CPFX em amostras ambientais.
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The main objective of this research was to obtain recombinant mini-antibodies with
specificity for the antibiotic ciprofloxacin (CPFX). The use of this drug in human, animal and
plant health turned it an environmental problem, like many other antibiotics. Currently,
guantification of CPFX is carried out most often by high performance liquid chromatography
(HPLC), which is a time demanding method. Therefore, it is of interest to develop rapid,
sensitive, alternative methods for detection of that compound. Immunoassays using
recombinant antibodies, or their fragments, constitute an interesting route and this is the
ultimate goal of this research.

For that purpose, the strategy followed was to carry out a selection procedure in a library
of phage particles (Griffin.1) that express single-chain antibodies (scFv's) at their surface
(named phAbs), in order to isolate a few with affinity for CPFX.

This process required, as a preliminary step, the immobilization of CPFX on to a solid
support. Magnetic beads were chosen for this purpose. The covalent linkage between CPFX
molecules and amine groups at the surface of the beads was carried out by a carbodiimide-
mediated reaction. An apparent saturation of the amine groups in the beads was attained. In
order to quantify CPFX in the solutions, a HPLC protocol, different from others previously
reported in the literature, was developed and validated.

Next, a selection procedure was executed on the above mentioned library and using the
CPFX-derivatized beads. In the various cycles of selection, the elution of (specific) phAbs from
the beads was attained with decreasing quantities of free CPFX in solution, and with
decreasing contact times, in order to provide an increasing selective pressure. A method to
separate the eluted phAbs from CPFX in solution based on size-exclusion chromatography
was also developed.

In order to test the affinity and specificity of phAbs, ELISA methods employing the
magnetic beads-CPFX and the phAbs themselves (instead of the mini-antibodies separated
from the phages) were successfully developed.

After four rounds of selection, 32 clones were analysed by ELISA. Of these, five showed
affinity for CPFX. The sequencing of the genes of the antibody-fragments in those five clones
was then carried out, but with conclusive results only for three of them. Curiously enough, all
three correspond to V| fragments, and not to scFv's. Two of them belong to the same family
(VKII). The phAbs of the three clones were produced and then tested in competitive ELISA, in
order to identify those that bind CPFX in solution, besides CPFX bound to the beads. Only two
of the phAbs fulfilled this criterion, but only one (corresponding to clone 406) showed a regular
pattern in ELISA. This assay showed a limit of detection of CPFX of 9.3 nM. The specificity of
this phAb was also studied by competitive ELISA. It was observed that it has cross-reactivity
with three other fluoroquinolones, but not with two other antibiotics non-quinolones.

VL fragments, separated from the phage, from the clone 406 were successfully
produced by E. coli culture in small scale, as confirmed by dot blot analysis.

This set of results suggest as future work the production in larger scale of isolated
antibody fragments, followed by the development and validation of immunoassays for detecting
and quantifying CPFX in environmental samples.
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I - Introducao






1.

- Antibiéticos como problema ambiental

Os antibidticos sdo uma ferramenta valiosa no tratamento de infeccdes bacterianas,
tendo a sua introdugcdo revolucionado a industria farmacéutica. Para além do
tratamento de infeccbes humanas, eles tém outras aplicagdes. Uma grande quantidade
de antibidticos é usada no meio agro-pecuario, tanto para prevenir, como para tratar
doencas e infeccdes; a adicdo de pequenas doses a alimentacdo animal promove o seu
crescimento. Os antibidticos sdo igualmente utilizados para controlar infecgoes
bacterianas em frutas e vegetais. Devido ao seu uso generalizado, ndo ¢é
surpreendente que residuos de antibidticos sejam encontrados no meio ambiente,
incluindo lengdis de dguas de superficie (rios, lagos, etc.) e subterraneos (Hartmann et
al., 1998).

A presenca de antibidticos no meio ambiente tem perturbado o delicado balango dos
microrganismos nos ecossistemas. Ao longo de milhares de anos, as bactérias tém
desenvolvido uma variedade de estratégias para coexistirem, incluindo a capacidade
de produzir antibidticos para competir umas com as outras. Outros microrganismos
ganharam a capacidade de destruir estes antibidticos, tornando-se estirpes
resistentes. Ambos os tipos de bactérias sempre coexistiram. No entanto, antes do uso
generalizado dos antibidticos, as estirpes resistentes eram apenas uma pequena
fraccdo no ecossistema. O seu consumo em larga escala provocou desequilibrios no
ecossistema por actuarem sobre as bactérias susceptiveis e criarem assim um
ambiente favoravel para o crescimento de estirpes resistentes (Hartmann et al.,
1998). Assim, as estirpes resistentes (quer nocivas, quer ndo nocivas) tém vindo a
substituir as bactérias susceptiveis. Um factor importante que contribui para esta
resisténcia é a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes estirpes e/ou
diferentes espécies, processo designado por transferéncia genética horizontal. Os
elementos genéticos transferidos (geralmente presentes em plasmideos) contém
muitas vezes factores de resisténcias a mais de um tipo de antibiético. Quando estes
elementos sdo transferidos, formam-se estirpes multi-resistentes, que resistem a
varias classes de antibidticos distintos. Sdo cada vez mais frequentes os surtos de

infeccOes perigosas causadas por estas estirpes (Hartmann et al., 1998).

Varios factores, como caracteristicas dos doentes, factores epidemioldgicos locais,



politicas de utilizacdo (uso em excesso, auto-medicacdo), falta de informacgdo, uso
generalizado em animais, etc., podem contribuir para a ocorréncia de organismos
resistentes (American Society for Microbiology, 1995). Ao longo das ultimas décadas,
os antibidticos permitiram controlar varias doengas graves. No entanto, a medida que
as estirpes resistentes aumentaram, os antibiéticos deixaram de ser uma ferramenta

tdo eficiente como foram no passado (Hartmann et al., 1998).

A monitorizacdo dos antibidticos € uma parte integral do controlo de resisténcias,
sendo necessarias medidas para identificar, monitorizar e estudar a resisténcia de
bactérias, tanto no meio ambiente, como em meios clinicos e da indUstria alimentar.
Assim, uma parte importante da monitorizacdo € a detecgdo e quantificagdo de

antibidticos naqueles meios.

1.1 - Fluoroquinolonas como promotores de resisténcia bacteriana

As quinolonas sdao uma classe de antibidticos derivada do &cido nalidixico e sdo
divididas em geragoes (da 12 a 4@ geracgao), baseadas no seu espectro antimicrobiano.
A maioria das quinolonas com uso clinico pertence ao subgrupo das fluoroquinolonas,
que contém um atomo de fldor ligado ao anel central (Figura 1.1). As primeiras
geracOes sdo, geralmente, de maior espectro que as Ultimas. As de 12 geragdo
incluem o &cido nalidixico e o acido piromidico, entre outros. A ciprofloxacina,

enrofloxacina, norfloxacina e ofloxacina, entre outros, pertencem a 22 geragao.
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Figura 1.1 - Estrutura molecular do acido nalidixico e das quatro fluoroquinolonas mais

comuns: ciprofloxacina, enrofloxacina, ofloxacina e norfloxacina.

A ciprofloxacina (CPFX) é uma fluoroquinolona estruturalmente relacionada com o
acido nalidixico. Esta possui um atomo de fldor na posicdo 6, um grupo piperazina na
posicdo 7 e um anel ciclopropilo na posicao 1. As restantes fluoroquinolonas diferem

nomeadamente no anel propilo e/ou no grupo piperazina (Brown, 1996).

As fluoroquinolonas sdo antibidticos bactericidas de largo espectro. Elas inibem a
funcdo das topoisomerases, afectando a replicacdo e transcricdo do DNA (Hawkey,
2003). Para a maioria das bactérias Gram-negativas, o alvo é a topoisomerase II (DNA
girase), enquanto que para a maioria das bactérias Gram-positivas o alvo é a
topoisomerase IV. Dado que as células eucaridticas ndo possuem DNA girase nem
topoisomerase IV, as quinolonas ndo actuam nelas. As quinolonas entram facilmente

nas células, sendo assim usadas para tratar patogénios intracelulares, tais como



Legionella pneumophila e Mycoplasma pneumoniae.

Na Europa, bem como em outras partes do mundo, as fluoroquinolonas sao
largamente utilizadas em aplicagdes humanas e veterinarias (Brown, 1996). A
ciprofloxacina, no seu estado hidrocloridrico é provavelmente a fluoroquinolona mais
utilizada. Este antibidtico tem recebido atencdo consideravel nos ultimos tempos
porque foi aprovado nos EUA para o tratamento de antraz inalado (Hartmann et al.,
1998).

Sendo antibidticos de largo espectro, altamente eficientes, o seu uso extensivo tem
provocado o desenvolvimento de estirpes resistentes (Acar e Goldstein, 1997;
Blondeau e Yaschuk, 1996). A resisténcia a quinolonas pode desenvolver-se
rapidamente, até mesmo durante o tratamento. Vaérios patogénios, incluindo
Staphylococcus aureus, enterococos e Streptococcus pyogenes encontrados em
diferentes locais do mundo, exibem resisténcia (Acar e Goldstein, 1997; Jacobs,
2005).

1.2. - Métodos de deteccao de fluoroquinolonas

Devido ao uso extensivo nos centros urbanos, grandes quantidades de
fluoroquinolonas tém sido encontradas em aguas municipais, bem como em aguas de
superficie a volta destes centros (Hartmann et al., 1998). A ciprofloxacina tem sido
detectada em amostras de aguas residuais em concentragdes que variam desde 3 a 86
Hg/L (Hartmann et al., 1998). Outras fluoroquinolonas foram detectadas em efluentes
primarios e terciarios, em niveis que variam entre 27 e 489 ng/L (Golet et al., 2001;
Golet et al., 2003; Castiglioni et al., 2005), bem como em &guas de rios (Calamari et
al., 2003).

Em 1999, a Comissdo Europeia estipulou limites maximos residuais para
fluoroquinolonas presentes em carnes de varias espécies para consumo humano, em
valores entre 100 e 300 pg/kg (European Commission, 1999). Desde entdo, tém sido
desenvolvidos diversos métodos de deteccdo e quantificacdo destes antibidticos,
sobretudo métodos cromatograficos (Ferdig et al., 2004; Krol et al., 1995; Manceau et
al., 1999; Mehta et al., 1992; Tuerk et al., 2006; Yuan et al., 2001). No entanto, estes

métodos cromatograficos sdo morosos e requerem uma extensiva limpeza da amostra.

Alguns imunoensaios contra fluoroquinolonas foram também desenvolvidos, que

provaram ser mais sensiveis que o HPLC (Yuan et al., 2001).



2.

— Imunoensaios

Com o crescente aperto no controlo de qualidade alimentar, bem como de
contaminacdo ambiental e de areas clinicas, tornou-se necessario o desenvolvimento
de métodos rapidos, sensiveis e precisos para a deteccao de contaminantes bioldgicos
e quimicos. Tém particular interesse testes que permitam dar respostas em minutos

ou horas, a fim de serem tomadas accdes correctivas com brevidade.

Uma alternativa rapida e de facil execucdao (podendo ser automatizada, dependendo
do método), sdao os imunoensaios. Estes sdo testes analiticos que utilizam moléculas

especificas, geralmente anticorpos, como elementos de reconhecimento.

Os anticorpos tornaram-se, no século XX, uma das principais ferramentas da
investigacdo em ciéncias da vida. Os diagndsticos baseados em anticorpos, tais como
os imunoensaios, sdo largamente utilizados devido a sua elevada sensibilidade e
especificidade, bem como simplicidade, quando comparados com as técnicas

cromatograficas.

2.1. - Selec¢do de anticorpos classica: anticorpos policlonais e monoclonais

Diversos imunoensaios utilizam anticorpos policlonais. Estes sdo obtidos através de
imunizacdo de um hospedeiro adequado (rato, coelho, ovelha, etc.) com o antigénio
alvo. Quando o titulo é satisfatério, o sangue é colhido, separam-se as células por
centrifugagdo e obtém-se o soro contendo uma mistura de anticorpos (policlonais) que
se ligam a diferentes epitopos do antigénio. Se necessario, pode-se purificar os
anticorpos desejados por cromatografia de bioafinidade, utilizando uma coluna com

antigénio imobilizado.

Apesar deste método ndo ser complicado, quando se necessita de mais anticorpos, é
preciso repetir o processo, resultando em anticorpos policlonais com caracteristicas

diferentes dos do primeiro processo.



Os anticorpos monoclonais sdao produzidos por linhagem segregada e imortalizada de
linfécitos B. Num primeiro passo, tal como no processo de obtencdao de anticorpos
policlonais, imuniza-se um hospedeiro adequado, estimulando-se a populacao de
linfocitos B. Apds alguns meses, estas células sdo colhidas e testadas para a producdo
de anticorpos especificos. Os linfécitos B sobrevivem em culturas apenas durante
alguns dias, uma limitacdo contornada por fusdo com linhagens de células
cancerigenas, originando hibridomas imortais, que produzirdo os anticorpos

monoclonais.

Este método convencional de seleccdo e producdo de anticorpos monoclonais em
hibridomas resulta em linhas celulares com grande capacidade de producdo, mas é

bastante moroso e particularmente dispendioso.

2.2. - Seleccdo de anticorpos recombinantes

Em 1989, desenvolveu-se um novo método de seleccdo de anticorpos, baseado na
clonagem dos genes que codificam as regides varidveis de cadeia pesada (Vy) e leve
(VL) da imunoglobulina G (Figura 1.3) em Escherichia coli. Estes genes eram expressos
nestas bactérias como fragmentos de anticorpos responsaveis pela ligacdo ao
antigénio. Nesta técnica eram criados repertérios de combinagdes varidveis de
fragmentos Vy e V., designados bibliotecas combinatdrias, com grande diversidade

(milhdes de anticorpos recombinantes diferentes) (Ward et al., 1989).

Para seleccionar os anticorpos de interesse a partir destas bibliotecas combinatérias,
um método dificil e lento de seleccdo de coldnias utilizava antigénio radioactivo para
identificar a pequena quantidade de clones produtores de anticorpos especificos
(Hoogenboom, 2005). Um ano mais tarde, foi descrito um método baseado na
expressao de fragmentos funcionais de anticorpos na superficie de fagos filamentosos,
denominado phage display (disposicdo em fagos) (McCafferty et al., 1990). Esta
técnica permite uma rapida seleccdo de anticorpos recombinantes a partir de

bibliotecas de grande tamanho (Hoogenboom, 2005).



3.

- Phage display

Phage display é uma técnica in vitro que permite o isolamento de anticorpos a partir
de bibliotecas de anticorpos recombinantes, usando uma das plataformas de seleccao
gue basicamente imitam o processo in vivo. Varias destas plataformas partilham
quatro passos chave: 1°: geracao da diversidade genotipica; 2°: emparelhamento do
fendtipo com o gendtipo; 3°: aplicacdo de pressao selectiva; 4°: amplificacdo dos

gendtipos/fendtipos seleccionados (Hoogenboom, 2005).

Varias sdo as plataformas de seleccdo de anticorpos recombinantes a partir de uma
biblioteca, entre as quais: phage display, ribosome display, yeast display, etc. A
disposicao de anticorpos na superficie de fagos filamentosos (M13, fd e f1) é
actualmente o método mais utilizado para a seleccdo de uma vasta coleccdo de

anticorpos (Hoogenboom, 2005).

Em phage display, o peptideo ou proteina de interesse é geneticamente fundido com
uma proteina de superficie do bacteridfago, resultando na sua expressao a superficie
do fago. O DNA codificante do produto da fusdo é integrado no genoma do fago
(Figura 1.2). Os fagos contendo fragmentos de anticorpos (tipicamente 1 a 5 cépias de

um fragmento por fago) sao denominados phage antibodies (phAbs).

Este processo de phage display é particularmente aplicado sobre coleccbes de genes
de anticorpos recombinantes. Esta coleccdo de genes é entdo clonada num vector, a
montante de um gene de proteina da superficie do fago, promovendo uma interligacdo
entre o fendtipo do anticorpo e o seu material genético. A biblioteca de anticorpos é
enriquecida por sucessivos ciclos de seleccdo contra o antigénio alvo. Apds alguns
ciclos, clones individuais sao identificados e avaliam-se as suas especificidade e

afinidade para o antigénio alvo.
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Figura 1.2 - Representacdo esquematica da ligagcdo, por phage display, entre o genoétipo (num
fagemideo) e o fendtipo, expresso na superficie do fago, de uma proteina pX, codificada pelo
gene gX em fusdo com o gene glIIl da proteina de superficie pIII do fago. Adaptado de Willats,
2002.

A interligacdo entre a proteina disposta a superficie e o seu DNA codificante permite
uma seleccao rapida de uma enorme quantidade de proteinas ou peptideos diferentes,
por simples procedimento in vitro, chamado “seleccdo por afinidade” (affinity
selection). Esta seleccao por afinidade permite a identificacdo e o enriquecimento de

phAbs que se ligam especificamente ao antigénio.

Num primeiro passo, o antigénio é imobilizado num suporte sélido; depois é incubado
com a biblioteca de phAbs; os phAbs que ndo se ligam sao retirados por lavagem e os
gue se ligam especificamente sdo eluidos por diferentes métodos, tais como mudanca
de pH, ou adicdo de agentes oxidantes, agentes proteoliticos ou de antigénio livre
(Hoogenboom, 2002; Hoogenboom, 2005). Os phAbs eluidos sdo depois amplificados
por infeccdo em E. coli podendo-se assim realizar novo ciclo de seleccdo. Os phAbs
sao analisados no final de cada ciclo, de modo a identificar o enriquecimento em

clones especificos.

O sucesso da aplicagcao de phage display de anticorpos deve-se aos seguintes factores:
o isolamento de novo de anticorpos de elevada afinidade a partir de bibliotecas,
incluindo anticorpos contra antigénios do préprio organismo (auto-antigénios);
geracgdao de anticorpos com afinidades na ordem do picomolar, usando seleccao por
afinidade in vitro; descoberta de anticorpos com propriedades Unicas em bibliotecas

nao imunes e bibliotecas imunes (Hoogenboom, 2005).
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3.1. - Formatos de anticorpos recombinantes

Os anticorpos (IgG, IgM, IgA, IgE e IgD) sdo moléculas altamente especificas de
elevado peso molecular. O IgG, o principal anticorpo do soro sanguineo, tem peso
molecular aproximado de 150 kDa e possui um formato em forma de “Y”. Esta
molécula contém multi-dominios proteicos e os locais de ligacdo ao antigénio estdo
situados nos dominios Fab e as funcdes efectoras sao mediadas pelo dominio Fc
(Figura 1.3).

Fab,
f Fab | A \

- Fc

¥

‘ -

Figura 1.3 - Representacdo esquematica da estrutura de um anticorpo IgG. O dominio de
ligagdo do antigénio consiste nas regides variaveis da cadeia leve (V) e da cadeia pesada (Vy),
representadas pela cor laranja e vermelho, respectivamente. Os dominios constantes de cadeia
pesada Cyl, Cy2 e Cy3 estdo representados a amarelo e os dominios constantes de cadeia leve

C,., a cor verde. Imagem retirada de Joosten et al., 2003.

Em IgG, os dominios Fab sdo constituidos por pares de segmentos de cadeia
pesada/cadeia leve, em que cada cadeia possui regides constantes e, nas
extremidades, regiGes hipervariaveis, especificas para determinado antigénio (Figura
1.3). Cada regido varidvel possui trés regides complementares determinantes
(complementary determining regions, CDRs), que sao locais hipervariaveis de ligacdo

directa a epitopos de antigénios (Holliger e Hudson, 2005).

Os IgG sdo bivalentes e esta caracteristica permite um grande aumento da afinidade
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aparente (devido ao aumento da avidez), traduzindo-se numa ligacao mais efectiva ao
antigénio (Holliger e Hudson, 2005). O dominio Fc possui fungdes efectoras citotoxicas
e promove longos tempos de semi-vida no soro. No entanto, existe uma série de
aplicacbes em que este dominio ndo é requerido, e até indesejavel. Por exemplo,
longos tempos de semi-vida no soro podem promover efeitos citotéxicos adversos
(Holliger e Hudson, 2005). Inicialmente, o dominio Fc era removido dos IgG por
clivagem com proteases (lisina, pepsina). Mais tarde, por engenharia genética, foram
criados diversos formatos de fragmentos de anticorpos (Figura 1.4). Varios destes
produtos estdo agora em testes clinicos e pré-clinicos para aplicagdo em terapia
molecular (Holliger e Hudson, 2005).

& 4

Fab

g\ﬁ’ (~55 kDa) | @

laG @&

Bis-scFv Diabody
‘3, % (bispecific) (bispecific)
¥ [ (~55 kDa) {~50 kDa)
> |
Fab.

V., domain ﬁ Q @ Triabody
:"_ 15 kDa) (bispecific) 0\ l'.l_v_ale'e'*n
(~-110 kDa) ~ (~75 kDa)

O Fab, Minibody Tetrabody

y (trispecific) (bivalent) (tetravalent)
v Cflg"‘} (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)
(~15 kDa)

Figura 1.4 - Diferentes formatos de anticorpos recombinantes, construidos a partir da molécula
de IgG (Retirado de Holliger e Hudson, 2005).

Os fragmentos Fv de cadeia Unica (single chain Fv, scFv) sdao um formato muito
comum, formado pelos dominios Vy e V_ ligados por um polipeptideo flexivel, que
previne a dissociacdo (Figura 1.4). Os formatos de Fab e scFv contém ambos os
dominios V4 e V| e geralmente retém a afinidade especifica do IgG parental de forma
monovalente, possuindo simultaneamente uma melhor capacidade farmacocinética de

penetracdo em tecidos (Holliger e Hudson, 2005).

Varios formatos, aplicacdes, metodologias e sistemas de expressdo de anticorpos
recombinantes (Brown, 1996; Hudson e Souriau, 2003), bem como metodologias de
seleccdo tém sido desenvolvidos nos ultimos tempos (Hoogenboom, 2005), tendo

revolucionado esta area da Biotecnologia.
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3.2. - Bibliotecas e tipos de bibliotecas

As bibliotecas de anticorpos recombinantes sao divididas em bibliotecas naive, ou “nao
imunes” (bibliotecas obtidas a partir de animais ndo imunizados contra algo
especifico), e “imunes” (a partir de animais imunizados). Estas podem ser
consideradas semi-sintéticas, caso haja manipulacdo em laboratério das sequéncias
dos fragmentos de anticorpos, ou sintéticas, caso as sequéncias sejam inteiramente

construidas in vitro.

As bibliotecas sdo construidas com genes de fragmentos V4 e V. que sdo obtidos a
partir de células B, por tecnologia de PCR, e clonados num vector de expressao
apropriado. Estas bibliotecas sdo originadas por combinacGes aleatorias dos genes Vy
e V., que sdo posteriormente seleccionadas para um determinado antigénio. Em
comparacao com a tecnologia de hibridoma, obtem-se uma quantidade mais vasta de
anticorpos a partir de bibliotecas recombinantes imunes e, além disso, a selecgdo in

vitro pode isolar anticorpos com raras especificidades (Hoogenboom, 2005).

As bibliotecas de anticorpos ndao imunes sao compostas por fragmentos de anticorpos
obtidos a partir de animais ndo imunizados e sdo construidas por rearranjos naturais
de genes V, de modo a aumentar o repertdério. Como tal, estes sdo Uteis para
seleccionar anticorpos contra uma maior variedade de antigénios. No entanto, tais
anticorpos geralmente possuem menores afinidades do que os anticorpos obtidos a

partir de bibliotecas imunes (Hoogenboom, 2005).

As bibliotecas sintéticas sdo construidas in vitro usando oligonucleotideos que
possuem regides relativas aos CDRs de um ou mais genes V, completos ou

degenerados. Estas bibliotecas possuem uma maior diversidade funcional.

As bibliotecas semi-sintéticas conjugam diversidade natural e sintética, sendo criadas
de modo a aumentar a diversidade natural, mantendo um certo nivel de
funcionalidade. Por exemplo, estas bibliotecas sao obtidas por introducdo de
rearranjos naturais e altamente funcionais de sequéncias CDR, em conjunto com a

introducao de sequéncias sintéticas pequenas no local CDR3.
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3.3. - Selecgado por afinidade

Os diferentes anticorpos expressos na superficie de bacteriéfagos sdo seleccionados
com base na afinidade para um determinado antigénio, por uma técnica designada
“seleccao por afinidade” (affinity selection) (Figura 1.5). O processo consiste em ciclos
sucessivos de seleccdo: os fagos, contendo anticorpos na sua superficie (phAbs), sao
incubados com antigénio imobilizado; seguem-se lavagens para remover os phAbs que
nao se ligam e posterior eluicdao para obter os phAbs que se ligam especificamente. A
mistura de phAbs seleccionados é posteriormente amplificada, para utilizacdo em novo
ciclo de seleccao.

L © 999 ; _
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Figura 1.5 - Representacdao esquematica do processo de seleccdo por afinidade (affinity
selection), em phage display. Numa fase inicial de seleccdo, a biblioteca de phAbs (fagos com
fragmentos de anticorpos a superficie) é exposta ao antigénio imobilizado numa superficie (c).
Apds lavagem, os phAbs nao especificos sdao removidos (d), os especificos sdo eluidos (ex:
clivagem enzimatica com tripsina) (e) e posteriormente utilizados para infectar E. coli (f) de
modo a poder amplificar os phAbs seleccionados (g). Estes phAbs amplificados sdo
posteriormente analisados ou utilizados para um novo ciclo de seleccdo. Retirado de Willats,
2002.

14



Qualquer método capaz de imobilizar o antigénio a um suporte pode ser usado para
seleccdo em phage display. Os mais utilizados sdo: seleccdo com antigénios
adsorvidos a tubos de plastico, ou covalentemente ligados a uma superficie; colunas
com matriz activada com antigénio; seleccdo com antigénio biotinilado, entre outros
(Hoogenboom, 2005). Outros métodos tém sido adaptados, nomeadamente utilizacdo
de citometria de fluxo, expressdo do antigénio na superficie de células, etc.
(Hoogenboom, 2005).

Apds rejeicao por lavagem dos phAbs que ndo se ligam especificamente, os phAbs
ligados ao antigénio podem ser eluidos por diferentes métodos. Os mais utilizados
sdo: modificacdo das condigoes fisico-quimicas do meio com solugbes acidicas, como
solucdes de glicina-HCl, ou com solugdes alcalinas, como trietilamina (Hoogenboom,
2005); clivagem enzimatica entre o anticorpo e a proteina pIII, com uma protease
(ex.: tripsina); eluicdo com antigénio em solucdo, o que permite a obtencdo de phAbs

especificos (McCafferty et al., 1990).

Idealmente, apenas um ciclo de selecgdo seria necessario. No entanto, a ligacdo de
phAbs nao especificos limita o enriquecimento que pode ser alcancado num ciclo, pelo
gue, na pratica, sdo necessarios varios ciclos (Clackson et al., 1991; Skerra et al.,
1991).

As escolhas das condigGes de seleccao, a concentragao do antigénio e a sua densidade
na superficie de adsorcdo influenciam a eficiéncia da selecgao e devem ser optimizadas
durante o processo. Os primeiros ciclos de seleccao sao tipicamente feitos sobre
condicOes de baixo rigor (concentragdes altas de antigénio, tempos curtos de lavagem
e tempos longos de eluicdo), permitindo manter ligandos raros entre a mistura de
phAbs. As condicdes apertadas de seleccdo vao sendo aplicadas gradualmente ao
longo dos ciclos, favorecendo os fagos com maiores afinidades. No final, obtém-se
clones individuais em placas de agar, para posterior caracterizacao das suas afinidades

e especificidades.

Um método rapido e robusto de rastreio da afinidade e da especificidade de clones
individuais é aplicado no fim do processo de seleccdo. Diferentes métodos bdasicos de
rastreio incluem uma ELISA com antigénio ligado ou adsorvido e usando os proprios
phAbs (chamado Phage ELISA) ou fragmentos de anticorpos solUveis (scFvs)
produzidos em E. coli ou leveduras, entre outros bioensaios (McCafferty et al., 1990;
Clackson et al., 1991). Para determinacdo da cinética e quantificacdo da afinidade de

ligacdo, recorre-se a aparelhos com biossensores, tais como surface plasmon
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resonance (SPR) ou quartz cristal microbalance (QCM) (Skerra et al., 1991).

3.4. — Expressao e purificacdo de anticorpos recombinantes

Os fragmentos de anticorpos recombinantes (scFv, Fab, etc.) sdo expressos em varios
microrganismos, particularmente em certas estirpes de E. coli, tais como BL21,
ER2537, TG1, entre outras.

Os fragmentos de anticorpos podem ser expelidos para o meio de cultura, ou
acumularem-se no periplasma e/ou no citoplasma bacteriano. Isto depende de sinais
particulares de sequéncias do fragmento de anticorpo (ex.: pelB leader). Enquanto as
sequéncias de sinal que permitem a secrecdo de proteinas no periplasma e no meio
levam a um rendimento final limitado, o ambiente oxidativo fora do citoplasma celular
promove uma correcta formacdo de pontes dissulfureto. Os anticorpos expressos no
periplasma podem ser recuperados por choque osmotico. Foram reportados

rendimentos acima do 0,5 g/L de scFv expressos em E. coli (Holliger et al., 2005).

Um método geral de purificacdo dos fragmentos usa um dos tags de seleccdo
disponiveis, colocados no C- ou no N- terminal do scFv, sendo posteriormente
necessario um ou dois passos de purificagdo. O IMAC (Immobilized Metal Affinity
Chromatography) é um dos métodos mais utilizados na purificagdo de anticorpos
produzidos em bactérias. Este método é baseado na afinidade de ides metalicos, como
Ni%*, Cu?*, Zn?*, a residuos de histidinas (5-6 histidinas, His-tag), presentes no C- ou
N- terminal do fragmento do anticorpo. Esta interaccdo tem lugar numa matriz

cromatografica com ides metalicos imobilizados (Skerra et al., 1991).

3.5. - Phage display de haptens

Um hapten é definido como sendo um composto de baixo peso molecular que ndo é
imunogénico por si s6, mas quando ligado a uma proteina de transporte pode
promover a producdo de anticorpos anti-hapten. Tipicamente, os haptens possuem um
peso molecular abaixo dos 1000 Da (Sheedy et al., 2007). Estes sao ubiquitarios no
ambiente (entre eles estdo os antibidticos, pesticidas, hormonas e diversos corantes),

mas devido ao seu pequeno peso molecular, sdo dificeis de detectar no ambiente.

A maioria dos imunoensaios para detectar haptens utiliza anticorpos policlonais,
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obtidos directamente do soro de animais imunizados. Para tal, os animais sao
imunizados varias vezes com haptens imobilizados em proteinas de transporte (carrier
proteins). Apds varias injeccdes ao longo de varios meses, o animal produz resposta
imunoldgica significativa contra o hapten. O soro é, entdo, retirado e sdao obtidos os
anticorpos. No entanto, além de dispendiosa e morosa, a imunizacao do animal com
certos haptens téxicos ndo € possivel (Sheedy et al., 2007). Devido a este e outros

problemas, tém-se desenvolvido anticorpos recombinantes.

Os anticorpos recombinantes seleccionados a partir de bibliotecas ndo imunes tendem
a ter menor afinidade (Sheedy et al., 2007). Estas afinidades sdo comparaveis as de
resposta imunoldgica primaria em animais. Os anticorpos obtidos a partir de
bibliotecas imunizadas ou de bibliotecas sintéticas tendem a possuir maiores

afinidades do que os de bibliotecas ndao imunizadas (Sheedy et al., 2007).

Varios métodos tém sido propostos para se atingirem maiores afinidades em
anticorpos recombinantes obtidos a partir de bibliotecas. Tais procedimentos
consistem na optimizacdo de métodos de seleccdo, bem como posterior engenharia
genética dos anticorpos por mutagoes e affinity maturation (maturacdo por afinidade).
A seleccao pode ser optimizada por aumento do rigor nas condigdes de seleccdao, como
eluicdo dos phAbs com o antigénio livre a baixas concentragdes, pré-incubagdao com
analogos do antigénio, etc. Tal como dito anteriormente, o uso de bibliotecas
imunizadas, ou de bibliotecas sintéticas ou semi-sintéticas, aumentam a possibilidade

de obtencdo de anticorpos para antigénios pouco comuns.

Para o processo de seleccdo de anticorpos contra haptens, mesmo em phage display,
estes sdo geralmente ligados covalentemente a proteinas de transporte (a maioria das
vezes, BSA ou HSA) e depois os complexos sao adsorvidos em placas de poliestireno.
Apesar de ser um método comummente utilizado e, de certo modo, eficiente, ele
apresenta algumas desvantagens (Griffiths e Duncan, 1998). Nomeadamente, o
anticorpo seleccionado pode detectar o hapten apenas quando este esta
covalentemente ligado a proteina de transporte, e ndo na sua forma livre, sollvel
(Griffiths e Duncan, 1998). Este problema pode ser ultrapassado através da utilizacdo
de antigénio directamente ligado a superficies sodlidas, tais como esferas
paramagnéticas, ou ligado indirectamente, via interaccdes biotina-estreptavidina
(Griffiths e Duncan, 1998).

As esferas magnéticas tornaram-se uma ferramenta poderosa e versatil para uma

variedade de aplicacGes analiticas e biotecnoldgicas. O uso de esferas magnéticas
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aumenta consideravelmente a performance de um imunoensaio porque: aumenta a
area de superficie (Hoogenboom, 2002); melhora a cinética de ligagdo ao alvo
analitico, devido ao facto de as esferas estarem em suspensdo, o que diminui os
percursos de difusdo (Zacco et al., 2006); as lavagens sao facilitadas (Zacco et al.,
2006). Acresce que as esferas podem ser facilmente sedimentadas usando barras

magnéticas.

3.6. — Biblioteca Griffin.1 e pHENZ2

A biblioteca Griffin.1 é uma biblioteca construida a partir de um dador humano, em
gue os genes dos dominios V4 e V_ de anticorpos IgG sdo isolados e recombinados
entre si (formando scFvs), de modo a aumentar a diversidade. Além disso, estes
genes contém mutacles altamente diversificadas nos dominios CDR-3, permitindo
aumentar ainda mais a sua diversidade. Estes fragmentos sdo clonados no vector
fagemideo pHEN2 (Figura 1.6). Os scFvs podem ser dispostos a superficie de
bacteriéfagos quando expressos em estirpes de E. coli supressoras (ex: TG1TR ou
ER2537). Quando expressos de forma sollvel, os scFvs contém também as sequéncias
myc-tag e His-tag (Figura 1.6) (Griffiths et al., 1994).

As coldnias de bactérias portadoras de pHEN2 podem ser seleccionadas por resisténcia
a ampicilina (Figura 1.6). Tais células (estirpes supressoras de E. coli) contendo
pHEN2, quando infectadas com um helper phage (ex: M13KO7) produzem particulas
virais ndo liticas, expressando o scFv na sua superficie. Apds inducdo com IPTG
(promotor do operdo Lac), a célula produz scFvs sollUveis, que sdo segregados para o
periplasma bacteriano (devido a presenca de um pelB /eader). A detecgdo é facilitada
pela presenca do myc-tag e o His-tag permite a posterior purificacdao do scFv por
IMAC.
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Figura 1.6 - Representacdo esquematica do fagemideo pHEN2. O produto de transcricdo é
regulado através do promotor Lac (Plac, induzivel com IPTG), onde os fragmentos V4 e V| sdo
clonados, respectivamente, a montante e a jusante do linker (polipeptideo flexivel que une os
dois fragmentos). Este fragmento contém a jusante as sequéncias His-tag e myc-tag, para
posterior purificacdo e deteccdo, respectivamente. A resisténcia a ampicilina permite a selecgdo
de clones infectados. Os primers LMB3 (forward primer) e fdSeql (reverse primer) sao
utilizados para amplificacdo dos fragmentos de anticorpos. Imagem cedida por Riedstra
(Riedstra et al., 2007).
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4.

- Objectivos e estratégia do trabalho

O objectivo central deste trabalho é a obtencdo de fragmentos de anticorpos
especificos contra ciprofloxacina (CPFX). Estes fragmentos de anticorpos terdo em
vista a sua aplicagdo em imunoensaios para detectar e quantificar CPFX em amostras
ambientais. Neste trabalho serd utilizada a técnica de phage display para o isolamento
dos fragmentos a partir de uma biblioteca semi-sintética humana, a biblioteca
Griffin.1. De modo a isolar esses fragmentos, a CPFX serd imobilizada em esferas
magnéticas, em detrimento da sua ligacdo a proteinas de transporte (BSA ou HSA),
método mais usual para isolar anticorpos contra haptens. Preferiu-se este método
devido ao facto de, usualmente, a ligacdo a proteinas de transporte promover o
isolamento de anticorpos que apenas reconhecem os haptens quando ligados a essas
proteinas, e ndo na sua forma isolada. Além disso, as esferas apresentam grande area

de superficie.

Na eluicdo de phAbs especificos serdo usadas, em ciclos sucessivos de seleccao,
guantidades decrescentes de CPFX sollvel. Este processo permite a obtencdo de
phAbs (e logo de fragmentos de anticorpos) que se ligam a CPFX em solucdo, em
detrimento da CPFX imobilizada. Além disso, a diminuicdo da quantidade de CPFX, ao
longo dos ciclos de seleccdao permite uma certa pressao selectiva de phAbs com

maiores afinidades para a CPFX.

ApOs alguns ciclos de seleccdo, espera-se obter um conjunto de clones especificos
contra a CPFX. Destes, analisar-se-do, por ELISA competitiva, clones que se ligam a
CPFX em solugdo. As especificidades destes clones serdo analisadas também por

ELISA competitiva, usando como competidores analogos da CPFX.
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II - Procedimentos
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1 - Imobilizacdo de ciprofloxacina em esferas magnéticas

1.1 - Material:

O hidrocloreto de ciprofloxacina (CPFX) foi obtido de AppliChem (Darmstadt,
Alemanha) na forma de pd, contendo um minimo de 98 %. Para preparar uma solugdo
a 10 mg/mL de CPFX, 100 mg de pd pesados numa balanga analitica foram
adicionados a 10 mL de agua desionizada. Para promover a dissolucdo, foi necessario
aquecer a solucao até 50 °C durante 10 minutos, com agitacao constante. De seguida,
passou-se a solucdo por um filtro 0,22 um (Millipore, Bellerica, EUA), distribuiu-se por

microtubos e armazenou-se a -20 °C até utilizacado.

As esferas magnéticas “MagnaBind Amine Derivatized Beads” (Pierce, Rockford, EUA)
contém grupos amina livres a superficie, de maneira a permitir a reaccdao de
imobilizacdo. Para a separacdo das esferas magnéticas da solugcdo aquosa, utilizou-se
um suporte magnético para microtubos (Biometra, EUA). EDC (hidrocloreto de N-(3-

dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida) foi obtido de BioChemika (Portugal).

O sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizado foi um
sistema Beckam (EUA), com um auto-amostrador 508, bombas 126, equipado com um
modulo detector UV-VIS 162. Os dados foram recolhidos e processados usando o
software "System Gold” (v6.0, Beckam, EUA). O comprimento de onda seleccionado
para monitorizar e quantificar a CPFX foi 280 nm, valor este correspondente a um
maximo de absorvancia, previamente determinado por espectroscopia de absorgdao na
zona do UV-VIS. A coluna utilizada foi uma Zarobax SB-C18 (3,0 x 250 mm, com 5
um de diametro de particulas) (Agilent, Santa Clara, EUA).

Como solventes puros (grau HPLC), foram usados acido formico (Fluka, Portugal) e

acetonitrilo (Merck, Portugal).
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1.2 - Métodos:

1.2.1 - Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com detector UV

A gquantificacdo da CPFX em solucdao por simples medicdo da densidade éptica a 280
nm em espectrofotdmetro UV-VIS ndo foi possivel, devido a presenca de compostos
interferentes em muitas amostras. Por isso, a CPFX foi quantificada por HPLC com
detector UV. O procedimento foi baseado no método descrito por Tuerk et al. (2006),

com algumas modificacoOes.

Numa primeira etapa, observou-se que o comportamento cromatografico da CPFX
depende do seu estado de protonacdao. Assim, garantiu-se que o pH da solucdo a
analisar levasse a que a CPFX estivesse no seu estado protonado. Sabendo que o pKa

do grupo carboxilico da CPFX é 5,6, as solugdes foram ajustadas para pH 4.

A fase movel consistiu em: solvente A: 0,1 % acido formico; solvente B: 0,1 % acido
formico em acetonitrilo. O caudal foi de 0,3 mL/min. O gradiente de eluicdo foi: 0 - 1
min, 90 % A; 1 - 22 min, 30 % A; 22 - 24 min, 90 % A; 24 - 28 min, 90 % A.

A reprodutibilidade do método foi avaliada por 10 anadlises sucessivas de solugdo
aquosa a 10,0 pg/L de CPFX. A linearidade do método foi analisada utilizando
concentracdes de CPFX entre 10,0 ug/L e 10,0 mg/L. Os limites de deteccdo e
quantificagdo foram determinados em solugdo aquosa por ajuste de concentracdo de
CPFX e a partir da amplitude do ruido, tal como descrito por Silva Ferreira et al
(2003).

De modo a quantificar a CPFX, as solucdes problema foram diluidas até zona linear do

método de HPLC, determinada por calibracdo de padrdes.
1.2.2 - Reacgdo de imobilizagdo de ciprofloxacina

A CPFX foi imobilizada em esferas magnéticas por activagdo, com EDC, do grupo
carboxilico presente na CPFX e posterior reacgdo com grupos amina presentes na
superficie das esferas magnéticas. Esta € uma reaccdo 1:1 de grupos carboxilicos (um
grupo por CPFX) com grupos amina. A quantidade de grupos amina presentes numa
dada quantidade de esferas magnéticas foi estimada com base na massa de esferas e
informacdao do fabricante (240 pmol de grupos amina por grama de esferas

magnéticas).
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Amostra de 100 pL de suspensdao de esferas magnéticas foi transferida para um
microtubo previamente calibrado e a massa de esferas magnéticas foi avaliada. Para
tal, as esferas foram sedimentadas com o auxilio do separador magnético, o liquido foi
retirado com uma pipeta Pasteur e as esferas foram lavadas duas vezes com uma
solucdo 1 M NaCl. Apds remocdo da ultima solucdo salina, as esferas foram pesadas

numa balanca analitica.

As esferas foram entdo suspensas em 400 pL de solugdo aquosa a pH 4, ajustado com
HCI. Para cada ensaio, foram adicionadas diferentes quantidades de solucdo de CPFX a
10 mg/mL (perfazendo 1, 1,5, 2,5, 3,5, e 4,5 mg de CPFX). Por fim, 10 mg de EDC
foram dissolvidos em 100 uL de solugdao aquosa a pH 4 e adicionou-se imediatamente
a suspensdo anterior. O volume final de todas as reacgdes foi ajustado para 1 mL e o
pH foi ajustado para 4. O pH foi monitorizado ao longo da reacgdo, que decorreu a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) durante duas horas, com agitacao
constante. Foram realizadas reaccdes controlo em paralelo, em condicdes similares,

mas sem a presenca de esferas magnéticas.

No final de cada reaccdo, as esferas foram separadas da solugdao e esta foi guardada
para posterior quantificagdo de CPFX nao reagida. As esferas foram também lavadas
duas vezes com solugdao 1 M NaCl, de modo a remover CPFX ndo covalentemente
ligada. Estas solucdes de lavagem foram igualmente guardadas para quantificacao de
CPFX.
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2 - Phage display
2.1 - Material
2.1.1 - Material bioldgico

A biblioteca semi-sintética Griffin.1 (Griffiths e/ al., 1994) foi gentilmente cedida por
Dr. Greg Winter do MRC Centre for Protein Engineering (Cambridge, Reino Unido). A
biblioteca Griffin.1 é composta por scFvs humanos contendo uma elevada diversidade
de CDR3s em ambos os dominios V4 e V,. Esta biblioteca foi obtida por clonagem dos
fragmentos no vector fagemideo pHEN2. Ela contém um grande repertério de
fragmentos de anticorpos distintos - cerca de 5 x 10°. As regides varidveis de cadeia
leve e de cadeia pesada (V. e Vy) sdo ligadas por um curto peptideo (linker, Figura
1.6) e expressos de forma acoplada a uma proteina estrutural (pIII) da superficie dos
fagos filamentosos M13 (Griffiths et al., 1994).

Escherichia coli ER2537 supressora (F’, lacI’D(lacZ)M15 proA*B*, /fhuA2 supE D(lac-
proAB) thi D(hsdMS -mrcB)5 (ryimmcrBC") |-) foi obtida de New England Biolabs
(Alemanha). Esta estirpe foi mantida em meio minimo e armazenada a 4 °C. Para
produzir culturas de trabalho, a E. coli ER2537 foi transferida do meio minimo para
meio liquido 2xTY e incubada durante a noite a 37 ©°C, sendo posteriormente
subculturada (1%) em meio 2xTY e incubada a 37 °C até ODgg de 0,5, antes da
infeccdo com fagos. Os fagos helper phage M13KO7 foram obtidos de Pharmacia

(Uppsala, Suécia).

2.1.2 - Reagentes e meios

O meio utilizado para o crescimento bacteriano foi o 2xTY, contendo 16 g/L de
triptona, 10 g/L de extracto de levedura e 5 g/L de NaCl. Quando necessario, este
meio foi suplementado com ampicilina a 100 pg/mL e 2% de glucose (2xTYag), ou com
ampicilina a 100 yg/mL e kanamicina a 25 pg/mL (2xTYak). Para crescimento em
placas, utilizou-se o meio TYE (5 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levedura, 15 g
agar e 5 g/L de NaCl) e, quando necessario, suplementou-se com 100 pg/mL
ampicilina e 2% glucose (TYEsg). Todas estas solugdes foram autoclavadas e mantidas

estéreis.
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Para bloquear as placas de ELISA, bem como as esferas magnéticas, utilizou-se uma
solucdo a 2% de proteina de soja (PS). Solugdo PBS (50 mM fosfato de potdssio, 150
mM NaCl; pH 7.2) foi utilizada nas lavagens das esferas magnéticas e, quando
necessario, suplementada com 0,1% de Tween-20 (PBST). A solucdo utilizada para o
desenvolvimento colorimétrico da ELISA foi a solugdo ABTS (0,5 mL de ABTS 0,2 %,
9,5 mL de citrato 0,1 M a pH 4 e 10 uL de H,0, 10 %). As electroforeses em gel de
agarose foram realizadas utilizando a solugdo TAE (40 mM Tris-acetato, 20 mM
acetato de sédio, 1 mM EDTA, pH 8.0). Para a precipitacdo dos fagos, utilizou-se uma
solucdo PEG/NaCl, contendo 20% de polietileno-glicol 6000 e 2.5 M NaCl.

2.2 - Métodos gerais:
2.2.1 - Extracgdo de DNA por fervura

A partir de uma placa TYExs contendo coldnias de E. coli portadoras do pHENZ2,
repicaram-se coldnias individuais para um microtubo contendo 50 pL de agua
desionizada estéril e extraiu-se o seu DNA pela técnica de fervura. Para tal, ferveu-se
o microtubo durante 10 min e centrifugou-se numa microcentrifuga (Eppendorf 5415
D, Alemanha), a 13200 g durante 10 min. O sobrenadante foi utilizado para realizar o
PCR.

2.2.2 - Amplificacdo dos fragmentos por PCR

A mistura continha 0,2 pmol LMB3 (5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3') e 0,2 pmol
FASEQ (5’- GAA TTT TCT GTA TGA GG-3’), 1 U GoTaq DNA polimerase, 0,4 mM cada
dNTP, 3 mM MgCl,, tampdo apropriado e agua ultrapura estéril até perfazer um
volume de 50 pL por amostra. As condicdes utilizadas foram: 94 °C durante 5 min,
seguidos de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 sa 72 °C e 1,5 min a 72 °C; por fim, um
ciclo de extensao a 72 °C durante 7 min. Este produto de PCR foi armazenado a 4 °C

até analise ou utilizagao.

2.2.3 - Electroforese em gel de agarose

Para preparar o gel, dissolveu-se a agarose em TAE aquecido. A percentagem de
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agarose no gel foi ajustada conforme a amostra a separar, em concentracbes de 1, 1,5
ou 2% (m/v). Apds baixar a temperatura da solugdo para 50 °C, adicionou-se brometo
de etidio a concentracdo final de 0,5 pg/mL e verteu-se a mistura para casters e tinas
(BioRad, Alemanha). A voltagem utilizada foi sempre 100 V, durante cerca de 30 a 40

minutos, salvo algumas excepgoes.

2.2.4 - Analise de restricdo dos produtos de PCR com enzima de restricdo BstNI

A variedade de scFvs presentes, tanto na biblioteca original, como no produto final da
selecgdo por phage display, foi estimada por analise de restricdo dos produtos de PCR,
recorrendo a uma enzima de restricdo que corta frequentemente nos genes Vy e V..
Neste caso, utilizou-se a enzima BstNI (NEB, Alemanha) que corta frequentemente
nos segmentos CDRs. As condicdes utilizadas foram: 5 U BstNI, 1,5 mg BSA e 1x
tampdo NEB2 (NEB, Alemanha). Adicionou-se agua ultrapura estéril até um volume
final de 20 L.

2.2.5 - Amplificacao e purificacdo dos phAbs resultantes

Inoculou-se 1 mL de stock da biblioteca bacteriana (contendo cerca de 5 x 10° clones)
em 500 mL de 2xTYa e incubou-se a 37 °C com agitagdo, até ODgo de 0,5.
Seguidamente, 25 mL desta cultura foi infectada com helper phage M13-KO7 a um
racio de 1:20 (nimeros de células bacterianas : particulas helper phage, assumindo
que ODgyo de 1 em cultura de células bacterianas corresponde a cerca de 8x108
bactérias/mL). Deixou-se incubar a 37 °C durante 30 min, sem agitacdo. Apods
infeccdo, centrifugaram-se as células a 3300 g (Hettich Rotina, 35R, Suécia) durante
30 min, ressuspendendo posteriormente em 500 mL de 2xTY,k, seguindo-se incubagao
durante a noite a 37 °C, para a producao dos phAbs. Os restantes 475 mL da cultura
foi deixada crescer por mais 2 h, a 37 °C, com agitacdo; centrifugou-se durante 10
min a 3300 g , ressuspendeu-se o sedimento em 10 mL de 2xTY suplementado com
15 % glicerol e armazenou-se a -80 ©°C. Este constitui o stock da biblioteca em

bactérias.

Os phAbs produzidos durante a noite foram separados das células por precipitacao
com polietileno-glicol (PEG 6000). Para tal, a cultura anterior foi centrifugada a 3300 g

durante 30 min, adicionando-se de seguida ao sobrenadante 1/5 do seu volume de
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PEG/NaCl. Incubou-se a 4 °C durante 1 h, agitando-se ocasionalmente.

De seguida, centrifugou-se novamente a 3300 g durante 30 min, removendo o
sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento em 5 mL de PBS, transferiu-se para
microtubos e centrifugou-se novamente a 13200 g numa microcentrifuga durante 10
min, de modo a remover residuos bacterianos remanescentes. Transferiu-se o
sobrenadante para outro microtubo e adicionou-se glicerol a concentracao final de 15

% para armazenamento a -80 °C por longos periodos de tempo.

2.2.6 - Titulacdo de phAbs

Os fagos filamentosos (Fd, M13, F1) sdo ndo-liticos e, quando infectam E. coli,
transferem o fagemideo que contém gene de resisténcia a ampicilina. Unidades
tituladas (t.u.) dos fagos foram obtidas por contagem de coldnias de E. coli ER2537
infectada com fagos e crescidas em placas com meio TYExs. As solucbes de fagos
foram tituladas por diluicdo em TE e incubadas com E. coli em fase exponencial de
crescimento (ODgypo ~ 0,5), a 37 ©°C, durante 30 min, sem agitacdo, e depois
plagueadas em meio TYE,s durante a noite, a 37 °C, até obtencdo de coldnias visiveis
(Griffiths et al., 1994).

2.2.7 - ELISA a partir de esferas magnéticas

As esferas magnéticas previamente conjugadas com CPFX foram utilizadas para
determinar o enriquecimento de phAbs especificos apos cada ciclo de selecgdo, bem
como para determinar a especificidade de clones individuais, no final do processo de

seleccao.

Cerca de 20 pL de suspensdo contendo 4 mg de esferas com ou sem CPFX (controlo)
conjugada, foram bloqueadas com 2 % PS durante 2 h, a temperatura ambiente e
com agitacdo constante. A solugao foi separada das esferas com a ajuda de um
suporte magnético, o sobrenadante foi aspirado com uma pipeta Pasteur, seguindo-se
uma Unica lavagem das esferas com PBS. Foram adicionados cerca de 10'° fagos a
analisar (100 pL de solugdo com 10! t.u./mL em 1% PS) as esferas bloqueadas,
incubando-se durante 2 h a temperatura ambiente, com agitacdo suave e constante

(para evitar a sedimentacdo das esferas). Em seguida, lavou-se 3x com PBST e 3x
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com PBS, deixando-se cada solucao de lavagem em contacto durante cerca de 1 min,
mais 1 min para separar a solugdo aquosa das esferas magnéticas (com a ajuda do
suporte magnético). De seguida, as esferas foram incubadas com 200 uL de anticorpo
anti-M13-HRP (Roche, Alemanha) diluido 5000 vezes em 0,1 % PS, durante 1,5 h a
temperatura ambiente, com agitacdao. As esferas foram lavadas como descrito
anteriormente (3x PBST + 3x PBS). As reaccdes colorimétricas de ELISA foram
promovidas pela adicdo de 200 pL de solucdo ABTS. Apds 30 min, a solugao foi
separada das esferas e transferida para microplacas de ELISA; os valores de
absorvancia foram medidos num leitor de microplacas, a 415 nm (biorad, modelo
680).

2.3 - Métodos:
2.3.1 - Anélise da diversidade da biblioteca Griffin. 1

A diversidade da biblioteca foi confirmada por amplificacdo por PCR (primers LMB3 e
fdSeq) dos genes dos fragmentos de anticorpos recombinantes, inseridos no vector

pHEN2 e posterior analise da diversidade por RFLP, com enzima BstNI.

Para tal, apds plagueamento da biblioteca em placas contendo TYE,g, extraiu-se o DNA
de 11 clones individuais, pela técnica de fervura anteriormente descrita. Apds
amplificacdo dos fragmentos por PCR e confirmacgdo de amplificagdo por electroforese,
o produto de PCR foi purificado usando o QIAGen PCR PFurification Kit (QIAGen,
Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. Seguidamente, o produto de PCR foi
sujeito a andlise pela enzima de restricdo BstNI, que corta frequentemente nos
segmentos Vy e V.. O padrdo de restricdo foi analisado por electroforese em gel de

agarose e a diversidade da biblioteca foi estimada por diferencas entre esses padrodes.

2.3.2 - Cromatografia de exclusdo molecular dos phAbs eluidos

Para separar a CPFX da solucdo de phAbs resultantes de cada ciclo de selecgdo,

utilizou-se uma coluna “Econo Pac 10G desalting column” (BioRad, Alemanha).

De modo a testar a eficiéncia do método de separacgao, equilibrou-se a coluna com
cinco vezes o seu volume de PBS e adicionou-se 1 mL de amostra contendo 10'2 fagos

e 25 mM CPFX (quantidade maxima utilizada nas eluicdes de phAbs). Eluiu-se com 8
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mL de PBS, retirando-se amostras sucessivas de 0,5 mL. De modo a verificar que os

fagos nao ficaram adsorvidos, lavou-se a coluna com solucao NaCl 1 M.

As fraccdes (0,5 mL) de eluente e de lavagem foram seguidamente analisadas em
ELISA para verificar presenca de fagos. Adicionaram-se 100 yL de amostra a cada
poco de ELISA, realizada em placas maxisorp (Nunc), em triplicado. Deixou-se
adsorver a temperatura ambiente, durante 1,5 h. Os pocos foram depois lavados 3x
com PBS. Os pocos foram de seguida bloqueados com 2% PS em PBS, durante 1,5 h a
temperatura ambiente. Lavou-se 3x com PBST e 3x com PBS. Adicionou-se
posteriormente a cada pogo 100 uL de anti-M13 HRP, diluido 5000 vezes em solugdo
0,1 % de PS em PBS e incubando por mais 1,5 h. Lavou-se novamente 3x com PBST e
3x com PBS. Revelaram-se os pogos com solucdo ABTS durante 30 min. Leram-se os

valores de absorvéancia a 415 nm num leitor de microplacas (BioRad, modelo 680).

Determinou-se também o volume de eluicdo da CPFX. Para tal, adicionaram-se
fracgoes de 1 mL das solugdes de eluicdo a 10 mL de meio 2xTY contendo 1 % de pré-
inéculo de E. coli, e incubou-se a 37 °C durante a noite. Verificou-se a inibicdo do

crescimento (presenca de CPFX) nesse meio.

2.3.3 - Ciclos de seleccao por phage display
19 ciclo de selecgéo:

A 20 pL de suspensdo de esferas magnéticas, contendo aproximadamente 4 mg de
esferas com 40 ug de CPFX imobilizada, adicionaram-se aproximadamente 102 phAbs
de biblioteca (0,5 mL de stock de phAbs), perfazendo-se um volume total de 1 mL. A
solucdo desta suspensdao consistia em 1% PS em PBS, de modo a minimizar a
ocorréncia de ligacdes ndo especificas. Incubou-se durante 1,5 h com agitagdo
constante, a temperatura ambiente. De seguida, lavaram-se as esferas 6x com PBST e
6x com PBS, alternadamente, com 1 min de contacto para cada solugdo de lavagem,
mais 1 min para separacao da solugdo das esferas. Os sobrenadantes foram

removidos e rejeitados.

Os phAbs foram de seguida eluidos com 1 mL de solucdo 25 mM de CPFX, incubada
durante 30 minutos, a temperatura ambiente e com agitacdo constante. As esferas
foram posteriormente separadas da solugdo. Esta solucao foi depois passada por uma

coluna de filtragdo por gel, como descrito na seccao 2.3.2, de modo a separar os
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phAbs de CPFX. Esta etapa € necessaria para evitar a inibicdo do crescimento
bacteriano durante a amplificacdo. Seguidamente, 0,5 mL da solucdo dos phAbs
eluidos foi armazenada em 15 % de glicerol a -80 °C. A restante solucdo foi utilizada

para amplificagcdo em E. coli como seguidamente descrito.

Adicionou-se 0,5 mL dos phAbs eluidos no ciclo anterior a 9,5 mL de E. coli ER2537
em crescimento exponencial (ODggy ~ 0,5) e incubou-se a 37 °C durante 30 min, sem
agitacdo. Os phAbs eluidos foram titulados. Centrifugou-se a solugao a 3300 g durante
10 min a 4 °C, ressuspendeu-se o sedimento de seguida em 1 mL 2xTY e plaqueou-se
numa placa “Nunc Bio-Assay dish” contendo TYE,g. Deixou-se crescer a 37 °C durante

a noite.

No dia seguinte, adicionaram-se 5 mL de 2xTY contendo 15 % glicerol as placas “Nunc
Bio-Assay dish” e recolheram-se as células com a ajuda de um espalhador.
Inocularam-se 50 pL da suspensdo de bactérias recolhidas em 100 mL de 2xTYag
(verificou-se que o0 ODgy da solucdo permanecia abaixo de 0,1, de modo a promover
um bom crescimento bacteriano). A restante cultura foi armazenada para stock, a -80
oC.

Deixou-se crescer a 37 °C com agitacdo até ODgoy ~ 0,5. De seguida, infectaram-se
10 mL desta cultura com helper phage M13KO7, adicionando um racio de 1:20 de
células bacterianas:helper phage (tendo em conta que ODgyp = 1 na cultura de
bactérias corresponde aproximadamente a 8 x 10® bactérias/mL). Incubou-se a 37 °C
sem agitacao, durante 30 minutos. Centrifugou-se a cultura a 3300 g durante 10 min,
a 4 OC. Ressuspendeu-se cuidadosamente o precipitado em 50 mL de 2xTYak €
incubou-se durante a noite, a 30 °C, com agitagdo. No dia seguinte, purificaram-se os

fagos, como descrito anteriormente.
Ciclos posteriores de selecgdo:

Posteriormente, realizaram-se mais trés ciclos de seleccdo idénticos ao anterior, com
alteracao nas condicdes de eluicao de ciclo para ciclo (concentracdao de CPFX na
solucdo de eluicdo e tempo de incubacdao com as esferas). No 290 ciclo: 25 mM CPFX,
20 min; 3° ciclo: 2,5 mM CPFX, 15 min; 49 ciclo: 100 uM CPFX, 10 min.

2.3.4 - ELISA dos fagos obtidos ao longo dos ciclos de seleccéao

Os phAbs de cada ciclo foram amplificados e titulados e aproximadamente 10'° phAbs

foram analisados em ELISA com esferas magnéticas, para determinar o
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enriguecimento de phAbs positivos para a CPFX, tal como anteriormente descrito
(secgdo 2.2.7.).

2.3.5 - PCR de clones individuais

Alguns clones individuais obtidos no ultimo ciclo de seleccdo foram analisados para
determinar a presencga de genes de anticorpos (V4 e V). Para tal, extraiu-se o DNA de
36 clones isolados em placa TYExs, por técnica de fervura, realizou-se PCR para
amplificacdao dos fragmentos e analisou-se o produto deste passo por electroforese em

gel de agarose a 1%.

2.3.6 — ELISA de clones individuais

De modo a determinar a percentagem de clones positivos e reduzir assim a
quantidade de clones a analisar por RFLP e a sequenciar, realizaram-se ELISAs de
phAbs obtidos a partir de oito clones individuais com segmentos inseridos (analisados
anteriormente por PCR). Para tal, produziram-se, em pequena escala, phAbs a partir
de clones individuais, deixando cada clone crescer em 10 mL de 2xTY,c a 37 °C, com
agitacdo constante, até ODgy = 0.5. De seguida adicionaram-se fagos helper phage
(1:20 de células: helper phage), deixando infectar durante 30 min a 37 °C, sem
agitacao; centrifugou-se durante 10 min a 6000 g e ressuspendeu-se o sedimento em
10 mL de 2xTYak. Esta cultura foi incubada durante a noite a 30 °C, sob agitagdo. No
dia seguinte, centrifugou-se durante 10 min a 6000 g e o sobrenadante foi
directamente utilizado em ELISA com esferas magnéticas, como descrito

anteriormente.

2.3.7 — RFLP de clones individuais

Os clones positivos, de acordo com a ELISA anterior, foram analisados por RFLP para
avaliar a sua diversidade. Para tal, extraiu-se o DNA de uma colénia de cada clone por
técnica de fervura, amplificaram-se os fragmentos por PCR e realizou-se uma andlise

de restricdo por RFLP com a enzima BstNI, tal como descrito anteriormente.
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2.3.8 - Sequenciacdo dos fragmentos isolados

De modo a confirmar a diversidade dos fragmentos, previamente estimada por RFLP,

bem como para classificar esses segmentos, sequenciaram-se 0s respectivos genes.

A partir dos clones individuais, obtiveram-se os seus plasmideos por miniprep
(QIAGen, Suécia), conforme protocolo do fabricante. De seguida, efectuou-se uma
amplificacdo com o primer LMB3 e com o kit de sequenciacao BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, seguindo o protocolo do fabricante (Applied Biosystems, EUA).
Os produtos obtidos foram analisados num sequenciador automatico ABI 3730
(Applied Biosystems, EUA). Os ficheiros obtidos, em extensdo .abl, foram lidos
usando o software “4Peaks” (versdo 1.7.2). Os genes V foram identificados através da
base de dados VBASE, compilada por Tomlinson et al. (1995). Os CDR3s foram

determinados tal como definido por Kabat et al. (1991).

2.3.9 - ELISA Competitiva

De modo a determinar a capacidade de ligacdo dos phAbs monoclonais a CPFX livre,
para além da CPFX imobilizada, bem como para determinar a sensibilidade e
especificidade desses phAbs, realizaram-se varias ELISAS competitivas. Estas foram
realizadas na presenca de diferentes concentracbes de CPFX, ou de diferentes
concentracbes de uma de outras trés fluoroquinolonas (enrofloxacina, ofloxacina e

norfloxacina) e dois antibiéticos ndao-quinolonas (penicilina e gentamicina).

Para tal, incubaram-se 20 pL de suspensdo de esferas magnéticas (aproximadamente
4 mg) com cerca de 10'° phAbs (100 pL de solugdo com 10! t.u./mL) e diferentes
concentracbes padrao de CPFX, ou outra molécula, em 1% PS, durante 2 h, a
temperatura ambiente, com agitacao suave e constante (para evitar a sedimentacao
das esferas). De seguida, lavou-se 3x com PBST e 3x com PBS, deixando cerca de 1
min cada solucdao de lavagem, mais 1 min para separar a solugao aquosa das esferas
magnéticas, com a ajuda do suporte magnético. As esferas foram, de seguida,
incubadas com 200 pL de anticorpo anti-M13 diluido 5000 vezes em 0,1% PS, durante
1,5 h, a temperatura ambiente, com agitacdo. As esferas foram lavadas como
anteriormente (3x PBST + 3x PBS). A ELISA foi revelada com 200 pL de solucao ABTS.
Apds 30 min, a solucdo foi separada das esferas e transferida para microplacas de
ELISA e os valores de absorvancia foram medidos num leitor de microplacas (BioRad,

modelo 680, Munique, Alemanha).
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Construiu-se uma curva de calibracdo com a percentagem de ligacdao em fungcdo do
logaritmo da concentragao de CPFX. A percentagem de ligacao foi definida como sendo
a razao das absorvancias obtidas na presenca e na auséncia de moléculas

competidoras em solugdao nas amostras padrao, multiplicada por 100.

A sensibilidade do método foi definida como trés vezes o valor do desvio padrao do
menor valor de concentracdo de CPFX detectavel, tal como anteriormente efectuado
para o ensaio de HPLC. A precisao do ensaio foi determinada por andlise repetitiva das
amostras. Os coeficientes de variacdo inter- e intra-ensaios foram analisados para trés

valores diferentes de concentracdo de CPFX.

A especificidade dos phAbs foi analisada por ELISA competitiva com trés analogos da
CPFX (trés fluoroquinolonas: enrofloxacina, ofloxacina e norfloxacina), bem como com
dois outros antibioticos estruturalmente diferentes (penicilina e gentamicina), a trés
valores de concentracdo diferentes, tudo em triplicado. O valor de “reaccdo-cruzada”
foi determinado como sendo o nimero de moles de CPFX para uma ligagdo de 50 %,
dividido pelo niamero de moles da outra molécula para uma ligacdo de 50 %,

multiplicado por 100 (Duan e Yuan, 2001).

3 - Analise do fragmento isolado
3.1 - Producdo em pequena escala

Produziu-se, em pequena escala e a trés temperaturas diferentes, um dos fragmentos
anti-CPFX, e analisou-se a producdo por dot blot. Para tal, repicou-se uma coldnia de
bactérias portadoras do fagemideo (contendo o gene do fragmento anti-CPFX) e
deixou-se crescer em meio 2xTYss durante a noite, a 37 °C. Subculturou-se 1% deste
pré-inéculo em 100 mL de 2xTY contendo ampicilina e 0,1% glucose, e deixou-se
crescer a 37 °C, com agitacdo a 120 rpm, até ODgg ~ 1. Retirou-se 1 mL de amostra
para um microtubo (t = 0), e distribuiram-se 90 mL por trés frascos diferentes (30 mL
para cada frasco), adicionando-se IPTG a concentracao final de 1 mM (de modo a
induzir a producao de fragmento). Incubaram-se os frascos a 20, 25 e 30 °C, com

agitacdo de 120 rpm. Retiraram-se amostras apods 1, 2, 3, 4, 8, 20 e 24 horas.

Para cada amostra, centrifugaram-se os microtubos a 13200 g durante 10 min, de
modo a separar o sobrenadante das células, armazenando-se amostras destas células

a -20 °C até utilizacdo. No final das amostragens, ressuspenderam-se os sedimentos
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em 1/10 do volume inicial (100 yL) de solugdao de sacarose (20 % sacarose, 50 mM
Tris pH 8.0, 1 mM EDTA), deixando 1 h em gelo, misturando ocasionalmente.
Centrifugou-se a 13200 g durante 10 min e transferiu-se o sobrenadante para um
novo microtubo (fraccdo de choque osmaético, OSF). Ressuspendeu-se o sedimento em
1/10 do volume inicial (100 yL) de 5 mM MgS0O,4 a 4 °C, e incubou-se durante 1 h em
gelo, misturando ocasionalmente. Centrifugou-se a 13200 g durante 10 min,

guardando o sobrenadante, que é a fraccdo periplasmica.
3.2 - Dot blot

Por fim, analisou-se em dot blot a mistura da fraccdo do choque osmdtico com a
fraccdo periplasmica de cada amostra, para uma quantificagdo relativa da produgdo do
fragmento. Para tal, adicionaram-se 4 pyL da mistura de cada amostra a uma
membrana de nitrocelulose. Deixou-se secar na estufa durante 10 minutos. Bloqueou-
se a membrana com 2% PS em PBS, durante 1,5 horas, a temperatura ambiente, com
agitacao constante. Lavou-se a membrana 1x com PBS e incubou-se com anticorpo
primario anti-myc-HRP (Roche, Alemanha), 1000 vezes diluido em 1% PS em PBS, a
temperatura ambiente, durante 1,5 h, com agitagao constante. Lavou-se 3x com PBST
e 3x com PBS. Adicionou-se, entdo, a solucdo de revelacdo (substrato DAB,
Pharmacia, Suécia). Incubou-se 10 a 30 min e concluiu-se sobre a presenca de

fragmentos nessas fracgGes.
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IIT — Resultados e Discussao
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1 - Imobilizacdo de CPFX em esferas magnéticas

1.1 - Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) com detector UV

De modo a quantificar a CPFX covalentemente ligada as esferas magnéticas,
determinou-se a quantidade de CPFX ndo reagida. Esta quantificacdo foi efectuada por
analise em HPLC equipado com um detector UV, baseado no método descrito por
Tuerk et al. (2006). No entanto, este método foi optimizado, sofrendo algumas
modificacdes no que diz respeito a preparacdao da amostra e ao gradiente da fase

movel.

Numa fase preliminar, verificou-se que o comportamento cromatografico da CPFX era
dependente do seu estado de protonacao, logo do pH da solugdo. Sendo o valor de

pKa do grupo carboxilico da CPFX de 5,6, o pH da solucdo foi ajustado para 4.

A gama de concentracOes padrdo testada para tracar o perfil de resposta linear do
método foi de 10,0 pg/L a 10,0 mg/L de CPFX, analisando-se cada concentracdo em
triplicado. A curva de calibracao é demonstrada na Figura 3.1. Em anexo encontram-
se o0s respectivos valores (Tabela A2), bem como um exemplo de cromatograma. O

coeficiente de correlacdo (R?) entre estes valores foi de 0,9995.
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Figura 3.1 - Curva de calibracdo de CPFX a pH 4, por HPLC com deteccao UV. Os valores
utilizados para tracar esta curva encontram-se em anexo. O coeficiente de correlagdo (R?) foi de
0,9995.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados em solugdo aquosa por
ajuste de concentracao de CPFX e a partir da amplitude do ruido, tal como descrito por
Silva Ferreira et al (2003). Assim, os limites de deteccdo e quantificagdo foram,
respectivamente, 24,4 ug/L (66,3 nM) e 98,0 pg/L (266,1 nM).

1.2 - Reaccdo de Imobilizacdo de CPFX

A imobilizacdo da CPFX foi feita por activacdo do seu grupo carboxilico com uma
carbodiimida (hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-carmodiimida, EDC) e
posterior reaccdo do derivado CPFX-EDC com os grupos amina presentes nas esferas
magnéticas. Resulta uma ligagcdo amida entre o grupo carboxilico da CPFX e os grupos

amina das esferas. A sequéncia reaccional esta esquematizada na Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Representacdo esquematica da sequéncia reaccional da imobilizacdo da CPFX em
esferas magnéticas, por activacao dos grupos carboxilicos da CPFX com EDC e posterior reaccdo

com os grupos amina das esferas magnéticas, a pH 4.

A determinagdo de CPFX no sobrenadante da reacgao por simples medicao da
densidade éptica a 280 nm (comprimento de onda de maxima absorvancia de solugdes
de CPFX em agua) ndo é possivel, devido a diversas interferéncias. Assim sendo, a
quantificagdo da CPFX no meio reaccional foi efectuada por HPLC com um detector UV
(seccao 1.1).

Na Tabela 3.1 estdo descritas as condicdes de imobilizacdao. Em todas as reaccoes,
utilizou-se um excesso de EDC em relacdo a grupos carboxilicos de, pelo menos, 20
vezes. O pH foi monitorizado para 4, valor considerado 6ptimo para a modificacdo de
grupos carboxilicos por EDC (Nakajima e Ikada, 1995). De modo a poder estudar a
eficiéncia da imobilizacdo, testatam-se diferentes razées molares entre CPFX e grupos

amina.
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Tabela 3.1 - Imobilizacdo de CPFX em esferas magnéticas: quantidades de CPFX e grupos

amina e percentagem de saturacdo destes grupos.

Ensaio igrcl?;( I NI-(Ii%r;i;;ial R(ja;?)c()/ r'\r;HO?r Iicgzljj)i) Salflﬁ'rig(éo? )de
(umol) inicial (umol) 3870
1 2,27 3,12 0,73 2,04 65,4
2 3,40 3,83 0,89 3,11 80,5
3 5,67 5,16 1,10 4,78 92,6
4 7,93 6,23 1,27 6,98 112
5 10,19 4,03 2,53 4,23 105

Nas primeiras duas experiéncias, o numero de moles de CPFX adicionado foi menor
que o de grupos amina nas esferas. Observou-se que boa parte da CPFX reagiu
(Tabela 3.1). Quando se adicionou um ligeiro excesso de CPFX em relacdao aos grupos
amina (ensaio 3), observou-se que 93 % dos grupos amina reagiram. Com um
excesso de CPFX de 1,3 e 2,5 vezes (ensaios 4 e 5), os resultados sugerem saturagao
total. Note-se que, para determinar com maior exactidao o grau de derivatizacdo das
esferas, a quantidade de grupos amina teria de ser experimentalmente avaliada (em

vez de estimada), por um método apropriado.

Em paralelo a estas experiéncias, realizaram-se ensaios controlo das reacgdes, com
condicbes em tudo analogas, mas sem a presenca de esferas magnéticas (logo, de
grupos amina). A quantificacdo final de CPFX no meio reaccional indicou valores
ligeiramente inferiores aos iniciais, com diferengas que nunca ultrapassaram os 2,2 %.

Isto mostra que ndo houve reacgdes secundarias de significado.

Em sintese, foi conseguida uma precisa quantificacdo de CPFX por cromatografia
liguida de alta performance, bem como uma eficiente ligacdo covalente da CPFX as

esferas.
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2 — Selecgdo por phage display
2.1 - Andlise da integridade da biblioteca Griffin. 1

Foi efectuado um teste de modo a analisar a integridade da biblioteca. Para tal, 11
fragmentos de anticorpos foram amplificados por PCR, seguido de analise por RFLP.
Verificou-se que todos esses fragmentos possuiam, tal como desejado, um padrdo de
restricao diferente (Figura 3.3).

Marcador
1kb

Figura 3.3 - Padrdo de restricdo de fragmentos de anticorpos recombinantes da biblioteca
Griffin.1, utilizando a enzima de restricdo BstNI. Observa-se que todos os 11 fragmentos
possuem um padrdo diferente.

2.2 - Cromatografia de exclusdo molecular dos phAbs eluidos

Um método eficiente para a eluicdo dos fagos ligados as esferas magnéticas € a
inclusdo de CPFX livre na solucao de eluicdo, com concentracdes decrescentes ao
longo dos varios ciclos de seleccdao. No entanto, sendo um agente antibacteriano, a
presenca de CPFX iria promover a morte de E. coli durante a etapa posterior de
amplificacdo dos fagos eluidos. Portanto, € necessario um passo adicional para separar

os fagos da CPFX nas solugdes de eluigdo.
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Inicialmente, testou-se a tecnologia de centrifugacdo com centriprep (BioRad,
Alemanha), mas sem resultados satisfatorios. Centriprep é um dispositivo de ultra-
filtracdo utilizado para purificar, concentrar ou desalinizar amostras bioldgicas. A
separacao é feita por uma membrana de nitrocelulose regenerada, de baixa
adsorptividade. Utilizando o modelo YM-50 (que tem um limite de separagcao de 50000
Da), as moléculas de CPFX (~ 330 Da) ficariam no filtrado e os fagos ficariam retidos
no liquido remanescente (retentato). No entanto, quando se contabilizaram os fagos
no retentato, verificaram-se perdas significativas destes, mesmo apds algumas

tentativas de optimizacdo do procedimento.

Um método alternativo para a separacdo pretendida é a cromatografia de exclusao
molecular. Para tal, utilizou-se uma coluna Econo Pac 10DG desalting (BioRad,
Alemanha). Estas colunas retém moléculas de menores dimensdes nos poros da
matriz, enquanto excluem particulas de maiores dimensGes. As colunas Econo Pac

10DG permitem a exclusdo de moléculas acima de 6000 Da.

Comecou-se por testar a eficiéncia do método. Apds equilibrar a coluna com PBS,
adicionou-se uma quantidade de fagos passivel de ser determinada por simples ELISA.
A esta solucdo adicionou-se também uma quantidade de CPFX capaz de inibir o
crescimento de E. coli. Apds passagem das amostras pela coluna, esta foi lavada com
solucdo NaCl 1 M. A presenca de fagos nas fraccOes de eluente e de solucdo de
lavagem foi verificada por ELISA directa. Os resultados estdo apresentados nas tabelas

seguintes.
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Tabela 3.2 - Ensaios de separacdo de fagos da CPFX por cromatografia de exclusdo molecular.

Apds passagem pela coluna de uma mistura de fagos e CPFX, fracgbes de eluente foram

analisados em ELISA directa para a determinacdo do volume de eluicdo dos fagos. Como

controlo positivo da ELISA, utilizou-se a mesma quantidade de fagos, sem passar pela coluna, e

como controlo negativo PBS sem fagos. Os sinais de ELISA sdo médias de triplicados.

Volume de eluicao

Sinal ELISA, OD415nm

0.5
1
1,5
2
2.5
3
3.5
4
4.5
5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5

0.37 £ 0.030
2,33 £ 0,190
2,55 £ 0,210
0.479 £ 0,010
0,074 + 0,008
0,077 £ 0,020
0.063 = 0,004
0.037 £ 0,008
0.029 = 0,005
0.028 £ 0,010
0.016 + 0,010
0,027 + 0,003
0.031 +£ 0,008
0,033 + 0,007
0,044 + 0,017
0.034 = 0,014
0,033 + 0,030

Lavagem com NaCl 0.028 £ 0.010

Controlo positivo

Controlo negativo

2.89 + 0.108

0,025 + 0,008
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Através da Tabela 3.2, pode-se verificar que praticamente todos os fagos saem nos
primeiros 2,0 mL de eluente (volume de exclusdo). A partir dai, verifica-se a auséncia
de fagos. A lavagem final com concentragoes elevadas de sal também ndo apresentou

fagos, o que indica que estes ndao adsorvem a coluna.

A presenca de CPFX nas amostras de eluicdo foi testada através da capacidade dessas
fraccdes inibirem crescimento bacteriano. Este teste indicou (dados ndo incluidos) que

a CPFX é eluida entre os volumes 7 e 8 mL do eluente.

Conclui-se, assim, que este processo de cromatografia de exclusdo molecular é um

método eficiente para separar a CPFX dos fagos eluidos.

2.3 - Ciclos de seleccdo por phage display

A Dbiblioteca Griffin.1 foi utilizada para seleccionar fragmentos de anticorpos
recombinantes contra CPFX imobilizada em esferas magnéticas, efectuando-se quatro

ciclos de selecgdo. O processo € demonstrado no esquema seguinte (Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Representacdo esquematica do processo de seleccdo de anticorpos recombinantes
por phage display. Realizaram-se quatro ciclos de seleccdo de phAbs, partindo da biblioteca
Griffin.1, com CPFX imobilizada na superficie de esferas magnéticas (CPFX representada com
pontos vermelhos e esferas magnéticas com circulos cinzentos). Apos lavagem de phAbs ndo
especificos, efectuaram-se elui¢cdes especificas com CPFX em solugao.

O primeiro ciclo de seleccao foi realizado a partir da biblioteca Griffin.1. Uma amostra
desta biblioteca, contendo uma variabilidade de cerca de 10!° fragmentos de
anticorpos a superficie de fagos, foi incubada com esferas magnéticas contendo CPFX
a superficie. A seguir, as esferas foram lavadas com PBST e PBS para remocdo dos
phAbs nado especificos. Apds eluicdo dos phAbs especificos com CPFX livre, elas foram
separadas desta CPFX por cromatografia de exclusdo molecular e posteriormente
amplificados. Devido a multiplas interaccGes ndo especificas, realizaram-se quatro

ciclos de seleccao, no intuito de isolar phAbs de elevada especificidade.

O processo de seleccao é dependente de varios factores, tais como tempo de

incubacgdo dos phAbs com a CPFX imobilizada, frequéncias das lavagens, quantidade
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de CPFX no eluente e tempo de incubacdao com esta CPFX livre (Griffiths e Duncan,
1998). Estes parametros foram optimizados e foram-se tornando mais restritivos ao

longo dos ciclos de seleccao (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Tempos de incubacdo, lavagens, quantidades de CPFX livre e tempos de eluicao

em cada ciclo de selecgao

Tempo de CPFX no eluente Tempo de
Ciclos . Lavagens .
incubacao (h) (mM) eluicao (min)
1 2 4x PBST + 4x PBS 25 30
2 2 4x PBST + 4x PBS 25 20
3 1,5 8x PBST + 8x PBS 25 15
4 1 10x PBST + 10x PBS 0,10 10

Apds cada ciclo de seleccao, a quantidade de phAbs eluidos foi quantificada, a fim de
determinar a percentagem de recuperagdo. Esta é definida como a razdo entre a
qguantidade de phAbs eluidos e a quantidade de phAbs adicionados no inicio do ciclo,

multiplicada por 100.

Este parametro permite ir monitorizando o processo de seleccdo (Griffiths et al, 1994).
Caso a percentagem de recuperacgao seja muito baixa ao longo dos ciclos, tal significa
gue o procedimento € muito selectivo (poucos phAbs foram seleccionados). Se a
percentagem de recuperacdo for muito elevada, podera significar que a seleccdo nao
esta a ser muito efectiva. Os valores deste pardmetro verificados neste trabalho estdo
na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 — Percentagens de recuperacdo dos phAbs eluidos em cada ciclo de selecgao

Ciclo Recuperacgdo (%)

1 2x103
2 7 x10°
3 1x107
4 3x10*

A diferenca de recuperagdo entre o 19 e 20 ciclo pode dever-se a diferenca de
diversidade das amostras iniciais: no 1° ciclo existe uma grande diversidade, pelo que
sera de esperar uma seleccdo menos especifica; no 2° ciclo, parte-se de uma
diversidade muito menor, permitindo uma seleccdo deveras especifica. Os ligeiros
aumentos nos 3° e 49 ciclos podem explicar-se pela reduzida diversidade das
amostras iniciais destes ciclos, levando a um comportamento mais homogéneo dos

seus phAbs.

2.4 — ELISA dos fagos obtidos ao longo dos ciclos de seleccéao

Os phAbs obtidos no final de cada ciclo de seleccao foram analisados por ELISA, de

modo a determinar o enriquecimento em fagos positivos contra CPFX.

Num primeiro passo, tentou-se realizar a ELISA em placas tradicionais que contém
grupos amina livres a superficie, “Nunc NH Modules” (Nunc, Nova Iorque, EUA).
Tentou-se imobilizar a CPFX por método semelhante ao utilizado para as esferas
magnéticas, bem como pelo protocolo sugerido pelo fabricante, mas sem sucesso em

ambos os casos.

Tentou-se, entdo, utilizar as proprias esferas magnéticas como suporte para o ensaio
de ELISA. Apds varias modificacdbes no procedimento (volumes e tempos de

incubagbes, bem como etapas de lavagens) atingiu-se uma boa reprodutibilidade no
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método (como se pode observar pelos desvios padrdao apresentados na Tabela 3.6).
Neste imunoensaio, verificou-se um aumento de sinal ao longo dos ciclos de panning
(Tabela 3.6. e Figura 3.5).

Tabela 3.6 — Resultados dos ensaios de ELISA (OD a 415 nm) com os fagos policlonais obtidos

nos varios ciclos de selecgdo (4 ciclos). Os valores sdo médias de triplicados.

Controlo Biblioteca 1° Ciclo 2° Ciclo 39 Ciclo 49° Ciclo

Média Sinal
(OD415nm)
+ desvio padrao

0,059 0,112 0,118 0,199 0,249 0,652
+0,012 <+£0,026 £0,021 +£0,025 0,032 =+ 0,047

O facto de a ELISA ter funcionado nas esferas magnéticas, e ndo nas placas, pode
dever-se a diversos factores. Em primeiro lugar, pode nao ter ocorrido ligacao de CPFX
as placas. Este facto poderia ter sido elucidado realizando quantificacdo de grupos
amina livres nas placas. Em segundo lugar, as esferas magnéticas aumentam a area
de superficie sélida onde se apresenta a CPFX, facilitando o acesso dos phAbs a CPFX.
A propria estrutura tridimensional convexa das esferas, em lugar da estrutura plana

das placas, podera facilitar o acesso dos fagos a locais de ligagdo muito proximos

Figura 3.5 - Ensaio de ELISA de phAbs policlonais obtidos ao longo dos quatro ciclos de
selecgdo. Verifica-se um aumento gradual na intensidade do sinal ao longo dos ciclos de

selecgao.
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Outros autores chegaram a resultados semelhantes, na selecgao por phage display de
phAbs contra fosfatase alcalina (Kala et al, 1997). Estes, apesar de observarem um
aumento no numero de phAbs eluidos ao longo de diversos ciclos de selecgdo, ndo
observaram qualquer sinal de enriquecimento através de ELISA convencional (em
microplacas). No entanto, esse enriquecimento foi observado através de ELISA com

esferas magnéticas.

2.5 - PCR de clones individuais

No final do 49 ciclo de seleccao, analisaram-se clones individuais, quer para
determinar a presenga de fragmentos de anticorpos, quer para avaliar posteriomente

a variabilidade entre os clones.

Para o primeiro objectivo, amplificou-se por PCR o segmento correspondente ao insert
scFv + tags com os primers LMB3 e FdSEQ (ver Figura 1.6). Escolheram-se
aleatoriamente 32 clones obtidos no 4° ciclo de seleccdo. Os produtos de PCR foram

analisados por electroforese em gel de agarose (Figura 3.6).

L mﬁ‘“wh _

500 - - .-
bp

Figura 3.6 - Electroforese em gel de agarose (1,5%) dos produtos de PCR dos segmentos
correspondentes aos fragmentos de anticorpos, de clones individuais obtidos no 4° ciclo de
seleccdo. Os primers utilizados foram o LMB3 e o FASEQ (Griffiths et al., 1994).

Verificou-se que, dos 32 clones individuais, apenas 17 possuiam um segmento de
anticorpo (401, 404, 406, 407, 409, 410, 411, 413, 414, 415, 416, 419, 421, 424,
425, 427, 431). Esta auséncia de fragmentos ja foi previamente relatada e constitui

uma limitacdo da técnica de phage display (Berdichevsky et al., 1999). Segundo estes
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autores, ap0s varios ciclos de selecgdo, podera haver uma acumulacdo de clones que

perdem o insert, ou simplesmente estes sao enriquecidos ao longo dos mesmos ciclos.

Curiosamente, verificou-se que os inserts (<500 pb) correspondem, todos eles, a
apenas uma cadeia do anticorpo (V4 ou V.), e ndo ao scFv inteiro (que possui cerca de
800 bp). Uma selecgao preferencial de fagos contendo apenas cadeias V., em vez de
scFv completos, em ciclos sucessivos de panning da mesma biblioteca Griffin.1 foi
previamente observada e analisada por Bruin et al. (1999). Usando um protocolo
padrao com eluicdo por trietilamina 0.1 M durante 10 min, estes autores verificaram
um enriquecimento sucessivo nesses fagos. Eles apontam duas causas possiveis:
1) eluicdo preferencial desses fagos, de menor afinidade, pelo protocolo anterior;
2) enriquecimento dos clones com inserts curtos durante o crescimento bacteriano. O
trabalho mostrou que a primeira hipdtese ocorre e que estes clones ndo resultam de
perda de material genético de inserts inteiros. Refira-se que a biblioteca original ja
contém fagemideos apenas com a regido V,_ (e outros com apenas Vy), dado o modo
como ela é construida. Aqueles autores estudaram ainda a influéncia das condicoes de
eluicdo, sobretudo o tempo, tendo observado que o enriquecimento em fragmentos
curtos é invertido em ciclos avangados de selecgdo (tipicamente, a partir do 4°
ciclo), quando se utiliza um tempo de contacto da solugdo de trietilamina de 30 min.
Ou seja, os resultados deste artigo ndo sdo claramente conclusivos quanto a origem

do enriquecimento em fagos com fragmentos curtos.

O aparecimento de inserts incompletos pode ser explicavel se atendermos a que a
biblioteca foi construida por reclonagem, separadamente dos dominios Vy e V. Assim,
€ natural que a biblioteca contenha clones com apenas uma cadeia variavel (V4 ou V).
Conforme explicado anteriormente, estes fragmentos encurtados apresentam
vantagens na seleccdo. Por Ultimo, o tamanho reduzido do antigénio (CPFX),
pode também favorecer a seleccdo de fragmentos de anticorpos mais pequenos, em

detrimento de scFvs inteiros.
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2.6 — ELISA de clones individuais

Oito dos clones anteriores que continham insert foram escolhidos aleatoriamente para
analise em ELISA com esferas magnéticas, a fim de determinar a sua especificidade

contra a CPFX. Os resultados encontram-se na Tabela 3.7 e Figura 3.7.

Tabela 3.7 - Valores do sinal (OD a 415 nm) de ELISA em esferas magnéticas de oito clones
individuais obtidos no 49 ciclo de selecgdo. Seis clones foram identificados como positivos contra
a CPFX imobilizada nas esferas (clones 401, 404, 406, 411, 413 e 419), enquanto dois eram
negativos (407 e 410).

Controlo 401 404 406 411 413 419 407 410
Média Sinal
OD.150m 0,028 0,204 0,184 0,384 0,354 0,234 0,194 0,041 0,050
+ desvio + 0,021 + 0,017 +£ 0,020 + 0,019 + 0,025 + 0,003 + 0,011 £ 0,010+ 0,009
padrao

Figura 3.7 - ELISA em esferas magnéticas de oito clones individuais (correspondentes aos da
Tabela 3.7), obtidos no 4° ciclo de selecgdo. Visualizaram-se as diferengas de sinal dos seis
clones identificados como positivos contra a CPFX imobilizada nas esferas (clones 401, 404,
406, 411, 413 e 419), em relacao aos dois clones negativos (407 e 410).
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Dos oito clones analisados, verificou-se que seis eram positivos contra a CPFX - 401,
404, 406, 411, 423, 419 - enquanto dois eram negativos — 407 e 410. Os resultados
estdo na Figura 3.7 e Tabela 3.7. Os clones foram considerados positivos quando o
seu sinal ultrapassou o sinal do ensaio controlo somado a trés vezes o respectivo

desvio padrao (positivo com ODgg > 0,084).

2.7 — RFLP de clones individuais

A fim de avaliar a diversidade dos seis clones positivos, estes foram analisados por

RFLP com a enzima BstNI, que corta frequentemente nos fragmentos Vy e V..

Verificou-se que os clones 401, 404, 413 e 419 possuiam padroes de restrigdo
diferentes entre si (Figura 3.8). Os clones 406 e 411 apresentaram padrdes de
restricdo iguais entre si (mas diferentes dos restantes), podendo tratar-se ou ndo do
mesmo fragmento. Estes dados foram posteriormente corroborados por sequenciagao

dos seis fragmentos.

Marcador
100 bp

401 404 406 411 413 419

Figura 3.8 - Padrdo de restrigdao, por RFLP, dos seis clones positivos contra CPFX em ELISA.
Verifica-se que os clones 406 e 411 possuem o mesmo padrdao de restrigdo. Todos os outros

clones possuem padrdes de restricao diferentes.
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2.8 - Sequenciacdo dos fragmentos obtidos

A variabilidade entre os clones, bem como a identificacdo do tipo de fragmento

presente (Vyou V) foi determinada por sequenciagao.

A reaccdo de sequenciacdo foi feita utilizando um kit especifico e seguindo as
instrugdes do fabricante. Utilizou-se o primer LMB3 e, como alvo, o pHEN2 com o
fragmento anti-CPFX inserido, obtido através de um miniprep. A sequéncia foi lida

utilizando um sequenciador automatico.

Dos seis fragmentos, obtiveram-se as sequéncias de apenas quatro (404, 406, 411 e
419), devido a problemas ocorridos durante a sequenciacdao (electroforetograma e
sequéncias obtidas encontram-se em anexo). Tomando em consideragdo que os
restantes dois fragmentos foram eliminados com base em resultados de ELISA
competitiva (ver seccdao 3.9), a sequenciacao deles ndo foi repetida. Os clones 406 e
411 revelaram serem idénticos. Na Tabela 3.8 encontra-se o resumo das trés
sequéncias obtidas e em anexo encontra-se o resultado completo da sequenciagdo, os

electroforegramas, bem como as respectivas sequéncias completas de aminoacidos.

Curiosamente, os trés fragmentos sequenciados com sucesso indicaram serem todos
segmentos V.. Talvez o facto da CPFX ser uma molécula de pequeno tamanho tenha
contribuido para uma seleccdo desses fragmentos, em detrimento de scFvs completos.
Outras razoes ja foram discutidas na seccdo 2.5. O facto de se tratar de segmentos V,,
e ndo Vy, é de explicagdo mais dificil porque é conhecido que o CDR-H3 (presente em

V) é a zona de IgG mais envolvida na ligagdo ao antigénio.

Tabela 3.8 - Sequéncias dos segmentos CDR-3s e dos segmentos das linhas germinativas dos
genes V, obtidos a partir dos clones 404, 406, 411 e 419. Os genes V foram sequenciados e a
linha germinativa foi identificada baseada na homologia obtida através da base de dados
VBASE, compilada por Tomlinson et al. (1995). Os CDR-3s foram determinados tal como
definido por Kabat et al. (1991).

Fragmento Familia Segmento CDR-L3
404 VkI DPk9 QQSYSTCQ
406/411 VKII DPk17 TQATQFCT
419 VKII DPk15 MQALQTLWIT
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2.9 - ELISA Competitiva

Para aplicacdo em diagndstico, é de interesse que os fragmentos tenham capacidade
de ligacdo a CPFX em solucdo e ndo apenas a CPFX imobilizada. Essa capacidade foi
avaliada por ELISAs competitivas com esferas magnéticas, contendo diferentes
concentragdes de CPFX livre em solucgao e utilizando phAbs obtidos a partir dos clones
401, 404, 406, 413 e 419. A utilizacdao de phAbs em vez de fragmentos de anticorpos
na sua forma sollvel estd reportada em bibliografia (Petrenko e Smith, 2000;
Petrenko, 2008).

Para cada um daqueles clones foram realizados trés testes de modo independente, e
os respectivos valores de absorvancia encontram-se em anexo (Anexo A5). A sintese

de resultados esta na Figura 3.9.

120

100

]o 80

o ~+ 401

L - 404

g 406

32 0 — 413
—w 419

log [CPFX],;,,e (Nng/mL)

Figura 3.9 - Representacdao grafica do comportamento de clones individuais em ELISA
competitiva. Os valores de concentracao de CPFX referem-se a valores de CPFX em solugdao, em

competicdo com a CPFX imobilizada nas esferas magnéticas.

A percentagem de ligacao é definida como a razdo entre o sinal de ELISA de um

ensaio e o sinal do ensaio branco, multiplicado por 100.
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Apenas o clone 406 apresentou um decréscimo linear na percentagem de ligagdo a
medida que a concentracdao de CPFX em solugdo aumentou. Este é o comportamento
esperado, uma vez que os phAbs ligam-se a CPFX em solucdo, libertando-se da CPFX
imobilizada nas esferas magnéticas (ELISA competitiva). No entanto, em todos os
outros clones, esta correlacao nao aconteceu. Isto pode dever-se ao facto destas
ELISAs serem realizadas com phAbs (e ndo com os fragmentos isolados), que poderao
promover multiplas interaccdes ndo-especificas. Observa-se que o clone 406
apresenta um comportamento relativamente linear, tendo sido seleccionado para
estudos posteriores. A equacdo de ajuste linear dos resultados encontra-se no Anexo
A5.

O limite de deteccdo de CPFX por ELISA usando este phAb foi calculado com base no
valor médio de absorvancia do ensaio em branco e subtraindo trés vezes o seu desvio
padrdao. O limite de quantificagcdo foi calculado com base no mesmo valor médio de
absorvancia, mas subtraindo dez vezes o valor do desvio padrdao. O valor de
concentragcdo para cada limite foi entdo calculado usando a equacao de regressdo que
figura no Anexo 5. Refira-se que o valor de absorvancia do ensaio branco do clone 406
foi de 0,039 £+ 0,015. Portanto:

Limite de deteccdo: 3,7 ng/mL ou 9,3 nM

Limite de quantificagdo: 13,1 ng/mL ou 33,1 nM

Observa-se que os limites de deteccao e de quantificacdo deste ensaio sdo bastante
baixos. Comparativamente a métodos de HPLC apresentados em bibliografia, estes
limites apresentam-se dentro da mesma gama ou sao cerca de dez vezes inferiores
(Krol et al., 1995; Manceau et al., 1999). O método de HPLC desenvolvido neste
trabalho tem também limites de deteccdo e quantificagdo cerca de dez vezes
superiores. Refira-se que o método cromatografico ndo foi optimizado com o objectivo

de atingir elevada sensibilidade.
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2.10 - ELISA competitiva com outras fluoroquinolonas e com outros antibidticos

Para avaliar a especificidade do fragmento 406, realizaram-se ensaios de ELISA
competitiva com outras moléculas semelhantes a CPFX. Para tal, utilizaram-se trés
outras fluoroquinolonas: ofloxacina (OFLOX), norfloxacina (NOR) e enrofloxacina
(ENRO). Analisaram-se ainda dois antibidéticos ndo pertencentes ao grupo das
fluoroquinolonas, a penicilina e a gentamicina. Os resultados destes ensaios estao

traduzidos na Figura 3.10.

% de ligacao

log [antibiodtico],;,,.. ng/mL

Figura 3.10 - Representacdo grafica do comportamento do fragmento 406 em ELISAs
competitivas com CPFX, outras trés fluoroquinolonas (ofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina) e

com penicilina e gentamicina.

Por anadlise desta figura, observa-se um certo grau de reactividade cruzada do
fragmento 406 com as trés fluoroquinolonas analisadas. Isto ndo € surpreendente,
uma vez que se tratam de moléculas de pequena massa molecular que partilham uma
estrutura semelhante. Estas semelhancgas explicam que o fragmento de anticorpo se
ligue a esses epitopos. No entanto, é de salientar que o fragmento possui uma

afinidade mais elevada para a CPFX.
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A especificidade do clone e a reactividade cruzada entre CPFX e os restantes

compostos podem ser quantificados através do parametro:

Percentagem de reactividade cruzada = (nmol CPFX para 50% ligacdao / nmol

competidor para 50% ligagao) x 100

Tabela 3.9 - Reactividades cruzadas dos phAbs do clone 406.

% reactividade

cruzada
CPFX 100
Ofloxacina 5,2
Norfloxacina 8,3
Enrofloxacina 12,3
Penicilina <0,01
Gentamicina <0,01

Através da Tabela 3.9 verifica-se que as restantes fluoroquinolonas analisadas tém
baixos graus de competitividade com a CPFX. Em relagdo a penicilina e a gentamicina,
verifica-se que estes phAbs nao possuem qualquer afinidade para com essas
moléculas, o que certamente se deve as suas estruturas serem bastante diferentes da
de CPFX.

Tendo em conta que a CPFX utilizada para seleccao dos phAbs foi imobilizada através
do grupo carboxilico, este grupo tera baixa probabilidade de estar envolvido na ligagdo
aos fragmentos de anticorpos. Observa-se que enrofloxacina apresenta maior
reactividade cruzada. Este facto é também explicAvel quando se comparam as
estruturas das moléculas (ver Figura 1.1). Observando que os phAbs possuem maior
especificidade para a enrofloxacina do que para a norfloxacina e a ofloxacina, é
possivel presumir que os fragmentos de anticorpo poderdo ter especificidade para
locais préximos do grupo ciclopropilo, uma vez que este grupo estd presente na CPFX
e enrofloxacina, mas ndo nas restantes moléculas. Na ofloxacina o grupo ciclopropilo é

substituido por um anel, apresentando talvez por isso a menor reactividade cruzada.
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3 - Andlise do fragmento isolado

3.1 - Producdo em pequena escala e dot blot

De modo a aplicar este fragmento em ensaios para diagndstico de CPFX, é necessario
verificar até que ponto este é produzivel em E. coli. Para tal, analisou-se a produgéo
em E. coli, em pequena escala. Uma outra razao deste estudo é o facto de se tratar de
um fragmento V| isolado: varios estudos tém demonstrado que estes fragmentos de

forma isolada possuem tendéncia a formar agregados (To et al., 2005).

Na biblioteca Griffin.1, os scFv sao clonados no vector fagemideo pHEN2 a jusante da
sequéncia de pelB leader, que permite a expressdao directa do scFv no periplasma.
Esta expressdo esta sob o controlo do promotor /ac (Figura 1.6) e é indutivel com
IPTG. No vector, entre a sequéncia myc-tag e o gene correspondente a proteina plIII,
existe um codao stop amber, o qual, numa estirpe supressora, é por vezes lido como

glutamina, outras vezes como codao stop.

Assim, é possivel a producao directa dos fragmentos em E. coli ER2537 (supressora).
Tentou-se, entdo, produzir o fragmento correspondente ao clone 406 (o melhor clone
segundo ELISA competitiva). Fizeram-se crescimentos a 20, 25 e 30 °C e retiraram-se
amostras a varios tempos (0, 1, 2, 3, 4, 8, 20 e 24 horas). Separaram-se 0
sobrenadante, a fracgdo peripldsmica e a fracgdo do choque osmético. A mistura do

choque osmdtico e da fracgao periplasmica foi analisada por dot blot (Figura 3.11).

Oh __1h 3h 4h 8h 20h 24h

. e
3

o ”~
. . 5

20°C
25°C

30°C

Figura 3.11 - Analise por dot blot da produgdo em pequena escala do fragmento V, 406, a trés
temperaturas diferentes (20, 25 e 30 °C) e ao fim de diferentes tempos. A indicacdo da
produgdo de fragmentos é dada pela presenca de um anel de cor castanha; quanto maior a

intensidade desse anel, maior a producdo dos fragmentos.

60



Verificou-se, nas trés temperaturas, um aumento de producdo até um certo tempo,
desaparecendo progressivamente o sinal do fragmento para tempos posteriores. Tal

deverad significar que o fragmento é degradado.

Verificou-se que os melhores momentos de recolha do fragmento eram entre 4 e 8
horas, a 25 °C, ou entre 2 e 4 horas, a 30 °C. Nesta primeira fase, a producdo de
fragmentos VL a 37 °C ndo foi testada uma vez que a esta temperatura a bactéria
possui uma taxa de crescimento maxima, sendo a maioria dos metabolitos produzida a
sua taxa mais elevada. Isto pode levar a produgdo de interferentes indesejaveis (como

proteases), ou favorecer a producdo de agregados entre os fragmentos.
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IV - Conclusoes
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A técnica de phage display é uma técnica poderosa, rapida, versatil e relativamente
simples que, quando acoplada a esquemas de seleccdo e eluicdo de phAbs especificos
e a diferentes processos de formacgao de bibliotecas, permite a obtencdo de anticorpos

altamente especificos e com diversas caracteristicas.

Este trabalho teve como primeiro objectivo o isolamento de fragmentos de anticorpos
recombinantes a partir da biblioteca semi-sintética Griffin.1. Posteriormente,
caracterizaram-se a nivel molecular os fragmentos isolados, quando expostos a
superficie de fagos (phAbs) e analisou-se a sua capacidade para detectar e quantificar

CPFX livre em solugao.

Numa primeira etapa, foi necessaria a imobilizacdo da CPFX num suporte solido,
tendo-se optado por esferas magnéticas. Este processo foi feito por reacgdo quimica
entre o grupo carboxilico da CPFX e os grupos amina presentes na superficie das
esferas. De modo a determinar a eficiéncia da reaccdo, desenvolveu-se um método de
HPLC para quantificar CPFX, baseado num outro descrito por Tuerk et al. (2006). O
novo método apresentou um limite de deteccdo de 66,3 nM e um limite de

quantificacao de 266,1 nM.

Em relagdo a imobilizagdo de CPFX, verificou-se que a adicdo de um ligeiro excesso de
CPFX permite uma completa derivatizagdo dos grupos amina das esferas magnéticas,
quando a reacgao é feita com uma concentracdo de carbodiimida adequada. Mais
precisamente, a adicdo de CPFX em 1,5 vezes a quantidade de grupos amina é
suficiente para saturar estes grupos. Uma vez que a cinética da reaccao depende das
concentracbes dos intervenientes, este modelo serd valido dentro das gamas de
concentracgdes utilizadas neste trabalho: cerca de 10 mM CPFX / 8 mM NH2 / 200 mM
EDC. Verificou-se também que a adicdo de activadores frequentemente utilizados
neste tipo de reacgdo, tais como N-hidroxisucinimida (NHS), é dispensavel. Este
processo de imobilizacdo através da activacdo dos grupos carboxilicos com EDC
podera ser aplicado a outras fluoroquinolonas, bem como a outras moléculas de baixo

peso molecular que apresentem grupos carboxilicos livres.

Numa segunda etapa, tragou-se um procedimento de seleccao de fragmentos de
anticorpos, por phage display, a partir da biblioteca de scFvs semi-sintética Griffin.1.
Ao longo de quatro ciclos de selecgao, utilizando um esquema de eluicdao contendo
gradualmente menor quantidade de CPFX livre em solugdo e menores tempos de

eluicdo, verificou-se um enriquecimento de phAbs especificos contra a CPFX. Ao fim
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desses quatro ciclos, obtiveram-se seis clones especificos, conforme avaliado por um
teste de ELISA com esferas magnéticas, previamente desenvolvido. Desses, apenas
quatro foram correctamente sequenciados, mostrando estes serem fragmentos VL, e
nao scFvs inteiros (VH+VL, biblioteca Griffin.1). Destes, dois pertencem a mesma

familia VKII de segmentos (Tabela 3.9).

O isolamento preferencial de fagemideos contendo inserts curtos foi previamente
observado e estudado por Bruin et al. (1999), em seleccdes efectuadas com a mesma
biblioteca Griffin.1. Estes autores apontaram para duas causas possiveis:
eluicdo preferencial de  fragmentos incompletos quando se utiliza um protocolo
padrao (eluicdo com trietilamina durante 10 minutos); e enriquecimento dos clones
com inserts curtos durante o crescimento bacteriano. Através de algumas
experiéncias efectuadas, os autores apontam para o facto de as condicBes de eluigdo
influenciarem a obtencdo de scFv inteiros (supostamente, de maiores afinidades).
Contudo, do estudo ndo se retira uma conclusdo clara da origem do enriquecimento

em fagos com fragmentos curtos.

Por analise em ELISA competitiva de phAbs obtidos a partir de clones individuais,
verificou-se que dois deles (406 e 419) possuem a capacidade de ligar a CPFX em
solugdo, para além da CPFX imobilizada nas esferas. No entanto, apenas o clone 406
apresentou um comportamento regular nessa ELISA. Os resultados com os restantes
clones sao de dificil explicacdo. Para clarificar, seria necessario produzir os fragmentos

isolados e testa-los da mesma forma.

O ensaio de ELISA em esferas magnéticas a partir de phAbs obtidos do clone 406
possui uma sensibilidade de 9,3 nM e um limite de quantificacdo de 33,1 nM.
Comparativamente ao método de HPLC desenvolvido e a varios outros apresentados
em bibliografia (Krol et al., 1995; Manceau et al., 1999), estes valores sdo cerca de

dez vezes inferiores.

Testes de ELISA para fluoroquinolonas previamente desenvolvidos (Duan e Yuan,
2001; Watanabe et al., 2001) sdao mais sensiveis que o teste deste trabalho. Uma
razao plausivel da diferenca é o facto daquelas ELISAs serem efectuadas com
anticorpos produzidos a partir de animais imunizados. Este procedimento permite a
obtencao de anticorpos com maiores afinidades, uma vez que hd uma maturacao in
vivo. O fragmento de anticorpo do clone 406 foi obtido a partir de uma biblioteca nao
imunizada contra a CPFX, sendo improvavel que nessa biblioteca existam fragmentos

com afinidades tdo elevadas. No entanto, o procedimento de imunizagcdo de animais é
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bastante moroso, laborioso e caro, em comparagdo com o processo de seleccdao por
phage display de bibliotecas sintéticas. Para além disso, a comparacao de afinidades
entre o fragmento agora isolado e os anticorpos da bibliografia seria mais correcta se
efectuada com o fragmento solivel, em vez de phAbs. A utilizacdo de fagos em
bioensaios, em substituicdo de anticorpos, ndo é, todavia, nova (Petrenko e Smith,
2000; Petrenko, 2008).

Através de ELISAS competitivas utilizando analogos a CPFX (enrofloxacina, ofloxacina
e norfloxacina), verificou-se que os phAbs do clone 406 possuem reactividades
cruzadas relativamente baixas. Através destes valores e por observagdao das
estruturas das moléculas, foi possivel presumir o local de ligagdo do fragmento de
anticorpo a CPFX, concluindo-se que possivelmente possui afinidade para a zona onde
se encontra o grupo ciclopropilo. Esta hipdtese necessitaria de ser confirmada por

analises estruturais da ligacdo do fragmento VL a CPFX.

Por fim, produziu-se o fragmento VL 406 em pequena escala. Nas condicdes utilizadas,
verificou-se que a expressdao era maxima ao fim de 4 a 8 horas, a 25 °C, ede 2 a 4
horas, a 30 °C. Concluiu-se, assim, que estes fragmentos sdo passiveis de serem
produzidos em quantidades detectaveis, em estirpe de E. coli supressora. No entanto,
quanto ao seu comportamento como fragmento livre, nada se pode concluir, sendo
necessario para tal uma producdo em maior escala, seqguida de purificagdo e ensaios
de ELISA semelhantes aos realizados. Estas etapas permitirdo o desenvolvimento de
ensaios de deteccao e quantificacdo de CPFX em amostras problema (ambientais,

alimentares ou clinicas).
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V - Proposta para trabalho futuro
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As etapas iniciais que geralmente se efectuam em tecnologia de phage display foram
efectuadas neste trabalho. No entanto, sdo necessarios estudos com fragmentos
sollveis isolados, em lugar de phAbs. Assim, é necessaria a producdao em média escala
(500 mL a 1 L de cultura) do fragmento de anticorpo correspondente ao clone 406.
Esta producdo devera ser efectuada a 25 °C, durante 4 a 8 horas, seguindo-se uma
purificacdo do fragmento a partir da fracgdo periplasmatica da cultura induzida. A
purificacdo sera realizada por IMAC, com colunas carregadas com niquel, para
interaccdo com o His-tag presente nos fragmentos. Apos purificacdo, sera necessaria a
confirmacdo da funcionalidade do fragmento (capacidade de ligagdo a CPFX) através
de ELISAs.

Para determinar a afinidade destes fragmentos, poder-se-a recorrer a um teste de, por
exemplo, SPR (surface plasmon resonance). O local de ligagdo do fragmento a CPFX

pode ser elucidado por um estudo estrutural, tal como cristalografia de raios X.

ApOs caracterizacdo completa do fragmento de anticorpo, podem-se desenvolver
testes de deteccdo e quantificacdo de CPFX, por ELISA, em amostras problema

(ambientais, alimentares ou clinicas).
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Anexo 1 - Cromatograma de uma solucao pura de CPFX em
solucao aquosa a pH 4

Time: 0.0189086 Mnutes - Amplitude: 0 mAL
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Figura A.1 - Cromatograma de uma solugao pura de CPFX a 1,00
mg/mL, em solugcao aquosa a pH 4.0.

Por analise da Figura A1, verifica-se que o tempo de eluicdo da CPFX é
de 15,4 min. Observa-se ainda que o tempo de saida do volume void é
de 4,4 min. Os valores das areas dos picos foram obtidos através do
software “System Gold” (v6.0, Beckam, USA).
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Anexo 2 - Curva de calibracdo da area de pico de CPFX, em

funcao da concentracao.

Tabela A.1 - Valores de areas dos picos correspondentes a concentragées padrdo de

CPFX em solugdo aquosa a pH 4. Os ensaios foram efectuados em triplicado e os

respectivos coeficientes de variacao foram determinados pela razdo entre o desvio

padrdo e a respectiva média. O coeficiente de correlacdo (R?) entre estes valores foi

de 0,9995.
Concentracao Médig Desvio padrio Coefici_enEe de
CPFX(mg/L) (3 ensaios) variacao
0,010 4050 401 9,9%
0,050 71210 3698 5,2%
0,10 89696 7156 8,0%
0,25 286512 18862 6,6%
0,50 432668 12678 2,9%
0,75 637619 86730 13,6%
1,00 872143 58388 6,7%
2,50 2127512 20662 0,9%
5,00 3963671 50361 1,3%
7,50 5941391 55367 0,9%
10,0 7889403 633364 8,0%

A reprodutibilidade do método de HPLC foi avaliada através de 10 analises de uma

solugdo aquosa contendo 10 pg/L de CPFX. O coeficiente de variagdo destas analises

foi de 9,8%
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Anexo 3 - Electroforegramas dos fragmentos anti-CPFX

sequenciados
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Anexo 4 - Sequéncias dos clones obtidos apds seleccao por

phage display

Clone 404

TCTGGCGGTAGTGCACTTGACATCCAGATGACCCAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTA
GGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTAT
CAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGG
GTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG
CAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCACACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTGCGGCCGCA

SEQ a.a.:

SGGSALDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTHTFGQGTKVEIKRAAA

CDR 1: CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGC AGC TAT TTA AAT
CDR 2: GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT

CDR 3: CAA CAG AGT TAC AGT ACC CAC ACG

CDR1aa: RASQSISSYLN

CDR2aa: AASSLQS

CDR3aa:QQSYSTCQ
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Clone 406 (= Clone 411)

TCTGGCGGTAGTGCACTTGAGATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCGCCTGTCACCCTT
GGACAGCCGGCCTCCATCTCCTTCAGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAACACC
TACTTGAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCAGCCTCCAAGACTCCTAATTTATAAGGTTTCT
AACCGGTTCTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGCAGTGGGGCAGGGACGGATTTCACACT
GAAAATCAGCAGGGTGGAAGCTGAGGATGTCGGGGTTTATTACTGCACGCAGGCTACACAAT
TTCGCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTGCGGCCGCA

Clone 411 (= Clone 406)

TCTGGCGGTAGTGCACTTGAGATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCGCCTGTCACCCTT
GGACAGCCGGCCTCCATCTCCTTCAGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAACACC
TACTTGAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCAGCCTCCAAGACTCCTAATTTATAAGGTTTCT
AACCGGTTCTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGCAGTGGGGCAGGGACGGATTTCACACT
GAAAATCAGCAGGGTGGAAGCTGAGGATGTCGGGGTTTATTACTGCACGCAGGCTACACAAT
TTCGCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTGCGGCCGCA

SEQ a.a.:

SGGSALEIVMTQTPLSSPVTLGQPASISFRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQPPRLLIYKVSNR
FSGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCTQATQFRTFGQGTKVEIKRAAA

CDR 1:AGG TCT AGT CAA AGC CTC GTA CAC AGT GAT GGA AAC ACCTACTTG AGT

CDR 2 : AAG GTT TCT AAC CGG TTC TCT

CDR 3 : ACG CAG GCT ACA CAATTT CGC ACG

CDR1aa:RSSQSLVHSDGNTYLS

CDR 2aa: KVSNRFS

CDR3aa: TQATQFCT
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Clone 419

TCTGGCGGTAGTGCACTTGATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCTCGTCACCCCT
GGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAAT
TATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCT
AATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACT
GAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAAAC
TCTGTGGATTACG TTCGGCCAAGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTGCGGCCGCA

SEQ a.a.:

SGGSALDIVMTQSPLSLLVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNR
ASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTLWITFGQGTKLEIKRAAA

CDR 1:AGG TCT AGT CAG AGC CTC CTG CAT AGT AAT GGA TAC AAT TAT TTG GAT

CDR 2: TTG GGT TCT AAT CGG GCC TCC

CDR 3: ATG CAA GCT CTA CAA ACT CTG TGG ATT ACG

CDR1aa: RSSQSLLHSNGYNYLD

CDR2aa:LGSNRAS

CDR3aa: MQALQTLWIT
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Anexo 5 - Dados relativos aos ensaios de ELISA competitiva

Tabela A.2 - Percentagens de ligacdo (% +- desvio padrdao) dos phAbs dos varios

clones, a diferentes concentragdes de CPFX em solugdo.

[C::FQX] Clone Clone Clone Clone Clone

! 401 404 406 413 419

(ng/mL)
0,204 33,1+ 0,884 22,3+ 1,249 | 96,7 £ 0,021 | 33,2+ 0,974 | 68,8 £ 0,915
0,903 23,7 £ 0,255 17,1+ 1,159 | 56,3 £ 0,047 | 23,2 £ 1,854 59,1 £ 0,953
1,602 18,3 £ 0,091 80,4 + 1,925 | 38,9 + 0,032 | 72,1 +£0,578 62,5 + 0,235
2,301 101,7 £ 0,146 | 102,6 + 0,753 | 21,8 + 0,064 | 105,8 + 2,043 9,7 £2,451

3 105,9 £ 0,126 | 98,7 £ 1,025 | 13,3 £ 0,069 | 102,1 + 1,875 | 41,3 = 1,385

Os resultados do clone 406 foram ajustados a uma recta por regressao
linear, chegando-se a equacgao:

% de ligagao = -28,79 x log[CPFX],(ng/mL) + 91,3

Com R? =

0,925
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