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Vanessa Cristina Rocha

O Uso de Nanoanticorpos no De sign de Vacinas

Ser empreendedor é executar 0s sonhos, mesmo
que haja riscos. E enfrentar os problemas, mesmo
ndo tendo forcas. E caminhar por lugares
desconhecidos, mesmo sem bussola. E tomar
atitudes que ninguém tomou. E ter consciéncia de
gue quem vence sem obstaculos triunfa sem gloria.
E ndo esperar uma heranca, mas construir uma
historia. Ser empreendedor ndo é esperar a
felicidade acontecer, mas conquista-la.

Augusto Cury
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Resumo

Por volta da década de 90, foram descobertos na familia Camelidae anticorpos
desprovidos de cadeias leves e em que o0 seu dominio variavel era constituido unicamente
por cadeias pesadas (Vuy) € dois dominios constantes (Cy, e Cyuz). Estes fragmentos
passaram a ser conhecidos por Nanoanticorpos, ndo s6 pelo seu pequeno tamanho e
flexibilidade, mas também por se tratar de uma nova geragéo de anticorpos terapéuticos, 0s
guais apresentam varias vantagens face aos anticorpos convencionais, uma vez que nao
sdo imunogénicos e tém uma alta estabilidade térmica e quimica, entre tantas outras
caracteristicas inerentes. As suas aplicacbes sao diversas: podem ser usados como
tratamento e diagndstico médico, na veiculacdo de farmacos e no desenvolvimento de
vacinas.

Uma das tecnhologias moleculares mais usadas na clonagem e expressao dos
Nanoanticorpos é a tecnologia de «Phage Display» que pode ser categorizada em duas
vertentes: o sistema vector de fago e o sistema vector de fagemideo. Os vectores fagicos
mais usados sdo os bacteriéfagos filamentosos, como o M13, capazes de infetar bactérias
gram negativas, como a Escherichia coli. Trata-se de uma ferramenta biotecnoldgica

poderosa e promissora, destacando-se na area da medicina.

Palavras-chave: Familia Camelidae, Fragmento Vyy, Nanoanticorpos, «Phage Display»,

Vacinas
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Abstract

In the 90°s it was discovered in family Camelidae, antibodies devoid of light chains and
that their variable domain consisted only of heavy chains (Vy4) and two constant domains
(Ch2 and Cy3). These fragments are know as Nanoantibodies, not only by its small size and
flexibility but also because it is a new generation of therapeutic antibodies, which provide
several advantages compared with conventional antibodies, since they are not immunogenic
and have hight thermal and chemical stability, among other inherent characteristic. Its
applications are diverse, can be used as medical diagnosis and treatment, drug delivery and
developing vaccines.

One of the technologies commonly used in molecular cloning and expression of
Nanoantibodies is the technologie «Phage Display» and that can be categorized into two
parts: the vector system of phage and the vector system phagemid. The phage vectors most
frequently used are the filamentous bacteriophage, as M13, capable of infecting gram-
negative bacteria such as Escherichia coli. It is a powerful and promising biotechnological

tool, especially in medicine.

Keywords: Family Camelidae, Vyy fragment, Nanoantibodies, «Phage Display», Vaccines
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Lista de Acrénimos

Abreviatura Definicao

Ac(s) Anticorpo(s)

Ag(s) Antigénio(s)

cDNA DNA complementar (do inglés: complementary DNA)

CDR Regides determinantes da complementariedade (do inglés:

complementarity-determining regions)
CFA (do inglés: Freund's Complete Adjuvant)
CH,, CH,, CH; Dominios carboxi-terminais constantes da cadeia pesada (do

inglés: constant heavy)

C. Dominio constante da cadeia leve (do inglés: constant light)

Da Dalton,unidade padréo utilizada para a massa atémica

DNA Acido Desoxirribonucléico (do inglés: acid deoxyribonucleic)

EGF Fator de crescimento epidérmico (do inglés: epidermal growth
factor)

EGFR Recetor do fator de crescimento epidérmico (do inglés: epidermal

growth factor receptor)

ELISA (do inglés: enzyme linked immunosorbent assay)

Fab (do inglés: fragment, antibody binding)

Fc (do inglés: fragment, constant)

FR (do inglés: framework region)

Fv (do inglés: fragment variable)

g3p Gene da proteina 3

g8p Gene da proteina 8

GFP (do inglés: green fluorescente protein)

H Cadeia pesada

HCADb Anticorpos de cadeia pesada (do inglés: Heavy chain antibodies)
HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés: Human

Immunodeficiency Virus

IF Imunofluorescéncia

IFA (do inglés: Freund's Incomplete Adjuvant)
IgG Imunoglobulina G

IP Imunoprecipitacdo

L Cadeia Leve
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MRNA
plll
plv
pVIII
PCR
QCM
RT
sdAb
SPR
tl/2
TGF-B1
TNFa

VHH

VLA-3

VNAR

wB
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RNA mensageiro (do inglés: messenger RNA)

Proteina de revestimento IlI

Proteina de revestimento 1V

Proteina de revestimento VIII

(do inglés: polymerase chain reaction)

(do inglés: quartz cristal microbalance)

Transcripatse Reversa (do inglés: reverse transcriptase)

(do inglés: single domain antibody)

(do inglés: surface plasmon resonance)

Tempo de semi-vida

(do inglés: transforming growth factor receptor G1)

Fator de necrose tumoral a (do inglés: tumor necrosis factor a)
Dominio variavel de cadeia pesada (do inglés: variable domain of
immunogloblin heavy chain)

(do inglés: variable domain of the heavy chain of HCAD)
Dominio varidvel de cadeia leve (do inglés: variable light)
Integrina a3p1

(do ingles: variable domain of shark new antigen receptor)
Western Blot
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Introducéao

Esta monografia foi desenvolvida de forma a compreender as vantagens e
desvantagens da utilizacdo de Nanoanticorpos face aos anticorpos convencionais e qual a
melhor metodologia para a producdo de vacinas, ilustrando cada passo desta tecnologia
com exemplos onde pode ser aplicada e quais as vantagens face a outras tecnologias.
Pretende-se conciliar o conteddo de ambos os estudos com os beneficios para a saude
publica com uma possivel vacina com nanoanticorpos através da tecnologia «phage
display».

Durante vérios anos, a populacdo mundial foi vitima de diversas doencas mortiferas. No
século XVIII, a variola foi uma doenca que causou milhares de mortes: varias foram, entao,
as pesquisas em torno desta doenca infeciosa. Ainda neste século, um médico inglés,
Edward Jenner, apés varias observacdes, concluiu que individuos que conviviam com vacas
infetadas com variola, ndo eram contagiados. Apos anos de estudo, Edward Jenner
desenvolveu um tratamento que combatia a variola, a que deu o nome de «vacina». A
descoberta de agentes infeciosos, no século XIX, catapultou a producédo de novas vacinas
como a vacina da tuberculose, do tétano, da cdlera, entre outras.

A vacinacdo é considerada uma das mais benéficas intervencdes biofarmacéuticas
devido a sua habilidade em induzir prote¢do contra doengas infeciosas, através da ativacéo
do sistema imune humano. Apesar de a vacinagdo ser uma mais-valia no combate a
doencgas infeciosas, ainda assim milhdes de pessoas continuam a morrer a cada ano que
passa, pois nem todos tém acesso & vacinacdo, o que acontece normalmente em paises
subdesenvolvidos por questées econdmicas, falta de infraestruturas médicas e de formacgéo
dos mesmos. Ao contrério destes paises, os mais desenvolvidos tém vindo a criar vacinas
gue oferecem maior seguranca e eficacia (Bae, Choi, Jang, Ahn, & Hur, 2009).

As vacinas tém como objetivo principal a imunizacdo prévia do individuo, de maneira
que possa responder rapidamente quando em contato com o agente infecioso (Junior, et al.,
2004). O desenvolvimento de vacinas demora anos e requer muito investimento; logo, ha
prioridades aquando do seu desenvolvimento, dando primazia a vacinas que possam
combater doencas que causam milhares de mortes, até as que evitam sofrimento, como é o
caso das gastroenterites provocadas por rotavirus.

As vacinas de primeira geracdo podem ser produzidas com o virus atenuado ou com o
virus morto, contudo a eficacia destas vacinas ainda é muito questionada. No caso de
vacinas de virus atenuados, 0 agente patogénico € atenuado através de agentes quimicos
ou por agdo de calor, continuando o virus com capacidade de reproducgéo, sendo 0s virus

isolados de uma pessoa infetada (Kennedy, Ovsyannikova, & Poland, 2009). Estes virus
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atenuados vao estimular o sistema imune a produzir anticorpos, de forma a combater o virus
de uma dada patologia. Estas vacinas tém a desvantagem de induzir sintomas da doenca
gque se pretende evitar (Kennedy, Ovsyannikova, & Poland, 2009).

Vacinas com virus inativados, provém de particulas virais mortas (antigénios), sendo
gque a imunidade é de curta duracdo, uma vez que 0s antigénios tendem a degradar-se
(Janior, et al., 2004). A grande vantagem das vacinas inativadas € a incapacidade de se
multiplicar no organismo vacina, sendo a sua maior desvantagem a necessidade da
associacdo de adjuvantes e da administracdo de varias doses de reforco (Kennedy,
Ovsyannikova, & Poland, 2009).

Nas ultimas décadas, os avangos tecnoldgicos tém permitido o desenvolvimento de
novas estratégias para a obtencdo de antigénios e a aquisicdo de vacinas mais seguras,
eficazes e polivalentes. Existem as vacinas de segunda geracdo, ou seja, vacinas de
subunidades constituidas por antigénios purificados ou vacinas recombinantes e, mais
recentemente, as vacinas de terceira geragdo, vacinas genéticas, em que 0S genes que
codificam antigénios potencialmente imunizantes, sdo carregados por plasmideos de DNA
(Janior, et al., 2004). Vacinas para doengas como o HIV e Hepatite C ainda ndo estdo
disponiveis, apesar de varios progressos conseguidos nos ultimos tempos.

O sistema imune dos vertebrados tem a capacidade surpreendente de gerar
moléculas especificas contra substéncias estranhas ao organismo, designadas de
anticorpos. Nas Ultimas décadas, os anticorpos tém sido usados como meio de diagndstico
ou como agentes terapéuticos, sendo o tamanho e a estabilidade fatores criticos na sua
eficiéncia. Os Nanoanticorpos tém sido apresentados como uma possivel terapéutica na
neutralizacdo de virus, dado possuirem caracteristicas Unicas, quando comparados aos
anticorpos convencionais, tais como o seu tamanho reduzido, boa capacidade de
penetracao tecidular, maior estabilidade face a alteracdes de temperatura e pH, capacidade
de reconhecimento de epitopos escondidos que s&o inacessiveis aos anticorpos
convencionais, diminuindo a fuga da neutralizacédo de certos virus, entre outras.

O processo de producdo de vacinas pode ser variado mas nas Ultimas décadas a
tecnologia de «Phage Display» tem vindo a adquirir um maior relevo. Esta técnica foi
descoberta em 1985 e até a década de 90 tornou-se numa das ferramentas de investigagéo
mais usadas em diversas areas cientificas (Wang & Fu, 2004). Trata-se de uma técnica
molecular que € bastante util na selecédo de péptidos e proteinas com propriedades ligantes
especificas de um numero vasto de agentes variantes e em que a sua utilidade reside
essencialmente em gerar probabilidades contra alvos especificos e na andlise e
manipulacdo de proteinas ligantes (Lee, lorno, Sierro, & Christ, 2007; Bazan, Calkosinski, &
Gamian, 2012).
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Capitulo 1- Anticorpos Convencionais

1.1 Definicdo e Funcéo de Anticorpos

Os anticorpos (Acs) sdo componentes essenciais do sistema imunitario que protege o
ser humano de doencas. Sdo moléculas glicoproteicas, originarias das células B que
circulam através do sangue e da linfa. S8o responsaveis pela capacidade de detetar,
localizar, reconhecer, ligar-se e inativar ou dar inicio a eliminacédo de substancias estranhas
ao organismo (Woof & Burton, 2004).

Sao proteinas da familia das imunoglobulinas que contém dois dominios idénticos
constituidos por uma cadeia leve e uma cadeia pesada, denominada paratopo. A essa
regido liga-se o epitopo que ndo é mais que uma regido diferenciada dos antigénios (Ags)
(Actor, 2007).

A imunidade humoral é o braco do sistema imune adquirido que é mediado pelo
reconhecimento por Ac’s de Ag’s associados a substancias patogénicas ou estranhas. O
reconhecimento do Ag esta ligado a capacidade de iniciar respostas bioldgicas que
protegem contra microorganismos e neutralizam virus. O reconhecimento pelos linfécitos B
ocorre pelos recetores ligados a membrana e inicia a proliferacdo e diferenciacdo em
plasmécitos produtores de Ac’s (Gene, 2012).

Os Ac’s sdo assim utilizados para controlar o equilibrio imunoloégico do organismo,

sendo esta a funcdo principal do sistema imune humoral.

1.2 Estrutura de Anticorpos

O anticorpo é uma estrutura polipeptidica tetramérica com atividades biologicas distintas
atribuidas a cada extremidade da molécula.

E constituido por duas cadeias polipeptidicas pesadas idénticas (H) e duas cadeias
polipeptidicas leves idénticas (L). A cadeia pesada contém um dominio em dobradica
denominada de «regido da charneira» que confere flexibilidade de forma a proporcionar uma
ligacdo mais favoravel ao antigénio (Actor, 2007).

Ambas as cadeias possuem dominios varidveis e constantes que interagem através de
pontes dissulfidricas intra e intercadeias e ligacdes ndo covalentes. Os dominios variaveis
da cadeia leve (V,) e da cadeia pesada (Vy) s@o extremamente varidveis em sequéncias de
aminoacidos e estdo localizados na parte N-terminal da molécula do anticorpo. V. e Vy
juntos formam o local de ligacdo ao antigénio. Cada dominio apresenta quatro regifées sem
variabilidade, as «Frameworks» (FR) e trés regides determinantes da complementaridade

(CDR) diferentes, que variam nas suas sequéncias e assim determinam a especificidade do
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Ac. As sequéncias dos aminoacidos do C-terminal sdo menos propicias a variacdo, sendo
denominadas de Cy1, Chz, Chs € C. (Gene, 2012; Vivi, Christien, Cees, & Punt, 2003).

A «regido da charneira» encontra-se entre os dominios Cy; e Cy, da cadeia leve e da
cadeia pesada.

Um Ac pode ser dividido em dois fragmentos de ligacdo ao Ag (Fab) e no fragmento
constante (Fc) ou no fragmento efector.

O conjunto da regido Vy + Cy; da cadeia pesada com V| + C, da cadeia leve forma o
fragmento F., (fragmento de ligacdo do anticorpo). Este fragmento pode ser ainda reduzido
ao dimero Vy/V,, formando o Fy (fragmento variavel) que tem a capacidade de ligag&do ao Ag
(Actor, 2007; Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002). A regido constante denominada de Fc
(fragmento constante) interfere em varias fung8es imunoldgicas, tal como, ativar linfécitos T,
ativar o complemento ou promover a fagocitose (desencadeando fungbes efectoras que
eliminam o Ag). E responsavel pelas fungdes efectoras que levam a eliminagdo do Ag (Vivi,
Christien, Cees, & Punt, 2003; Tillib, 2011).

epitope
CDER

paratope

NH
2 ab fragment
HH, - \

disulphide
bridge

interchain
Feo fragment disulphide
bridge

Figura 1- Estrutura de uma Imunoglobulina G (Immunosensors, 2013).

1.3 Classificacao de Anticorpos
As regides constantes da cadeia pesada conferem fungédo ao anticorpo, representando
cinco classes diferentes ou isotopos (IgM, IgD, IgG, IgE e IgA). Os is6topos sé&o

determinantes da regido constante que definem colectivamente cada classe e subclasse da
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cadeia pesada e cada tipo e subtipo da cadeia leve numa determinada espécie (Figura 2)
(Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).

Cada is6topo é codificado por um gene separado da regido constante e todos os
membros da espécie transportam 0s mesmos genes da regido constante. Espécies
diferentes herdam diferentes genes da regido constante e portanto, expressam diferentes
isétopos (Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).

Cada classe é diferenciada por sequéncias Unicas de aminoacidos na regido constante
da cadeia pesada, sendo que todas as cinco classes apresentam uma percentagem de

semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos (Actor, 2007).

¢} IgE

Yy .

Figura 2- Representacao de diferentes classes de Imunoglobulinas, 1gG (a), IgD (b), IgE (c), IgA (d) e IgM (e).
(Kuby, 2007)

1.4 1gG Convencional

Imunoglobulina G € a classe de Ac’s mais abundante e é responséavel por cerca de 80%
do total de anticorpos do sangue. Encontram-se no sangue e podem neutralizar toxinas,
virus e bactérias, assim como ativar o sistema do complemento. A estrutura e composicao
das IgG’s sdo altamente conservadas entre os vertebrados, enquanto a sua especificidade
pode diferir extensivamente (Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).
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Esta molécula € composta por duas cadeias pesadas idénticas (~55 kDa) e duas
cadeias leves idénticas (~22 kDa) formando uma molécula tetramérica de cerca de 150 kDa.
As cadeias pesadas sdo constituidas por trés dominios constantes e um dominio variavel
gque esta localizado no terminal amino do polipéptido. Existem seis regides determinantes de
complementaridade, trés fornecidos por cada um dos dominios V4 e V| e que contribuem
para o local de ligacdo ao Ag (Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).

Existem 4 suclasses de IgG humanas, distintas pelas suas diferencas na sequéncia da
cadeia Y e numeradas de acordo com as suas concentracdes séricas médias decrescentes:
lgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 (Erro! A origem da referéncia ndo foi enco  ntrada. ). As caracteristicas
estruturais que diferenciam estas subclasses umas das outras sdo os tamanhos da regido
flexivel e o nimero e posicdo das pontes dissulfidricas entre as cadeias pesadas. A
diferenca do numero de aminoacidos entre as subclasses de IgG afetam a atividade

biolégica da molécula e todas atravessam a placenta (Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).

IgG1 1gG2

Disulfide
bond

Figura 3- Estrutura geral de 4 subclasses de IgG humana que diferem no nimero e no arranjo das pontes
dissulfidricas entre cadeias (Goldsby, Kindt, & Osborne, 2002).

A lgGl, 1gG2, IgG3 e a IgG4 correspondente, respectivamente, a 70, 20, 7 e 3% do teor
total do isétipo IgG como demonstrado na Tabela 1.

As IgG1, 1gG3 e IgG4 atravessam a placenta facilmente e desempenham um papel
importante na protecdo do desenvolvimento do feto. A IgG3 é a mais eficaz ativadora do
complemento, seguida pela IgG1, sendo que a IgG4 néo é capaz de ativar o complemento.

A IgG1 e a IgG3 medeiam a opsonizacéo (Goldsbhy, Kindt, & Osborne, 2002).
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Tabela 1- Propriedades bioldgicas das suclasses de IgG humana, adaptado de (Actor, 2007).

Propriedades Bioldgicas Especificas das Subclasses

de IgG Humanas

lgG1
Ocorréncia (% da IgG total) 70
Tempo de semi-vida (dias) 23
Ligacao ao complemento +
Passagem pela placenta 1HF
Ligag&o do receptor a mondcitos Forte

IgG2
20
23

I+

IgG3
7
7

Forte

++

Forte

lgG4
3
23

N&o

++

I+
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Capitulo 2- Anticorpos de Cadeia Pesada

2.10rigem dos Anticorpos de Cadeia Pesada

Uma série de coincidéncias nos anos 90, levou a descoberta de um grupo distinto de
Acs compostos unicamente por duas cadeias pesadas idénticas (tendo, portanto, uma
menor massa molecular), na familia Camelidae (Camelus dromedarius, Camelus
bactriamus, Llama glama, Llama guamoco, Llama alpaca e Llama vicugna) e em alguns
peixes cartilaginosos (Muyldermans, et al., 2009) Dado estes Acs estarem desprovidos de
cadeias leves, passaram a ser conhecidos por anticorpos de cadeia pesada (HCAbs)' e
representam cerca de 75% dos Ac’s (Gene, 2012; Eyer & Hruska, 2012).

A presenca estrutural unicamente de cadeias pesadas, leva a que o local de ligacdo aos
Ag’s especificos seja composto apenas por um dominio varidvel de cadeia pesada
designando-se por Vuy na familia Camelidae e por Vyar NOS peixes cartilaginosos (Eyer &
Hruska, 2012; Gene, 2012).

Uma das principais caracteristicas estruturais destes Ac’s € a auséncia do dominio Cy;
gue proporciona ao fragmento Vyy, posteriormente a «regido da charneira», estabelecer
ligacdo aos dominios Cy, e Cus, no caso da familia Camelidae, resultando em
caracteristicas/funcdes especificas s6 destes Ac’s (Deffar, Shi, Li, Wang, & Zhu, 2009; Tillib,
2011; Gene, 2012). Os genes do Cy; sao responsaveis pela perda deste primeiro dominio
constante nos HCAbs, dada a presenca de mutacdo (Muyldermans, 2011).

A nivel estrutural, os HCAbs, nos tubardes, séo diferentes dos HCAbs dos Camelidae’s,
uma vez que apos o fragmento do dominio varidvel do recetor do antigénio (Vnar) € &
«regido da charneira» seguem-se cinco dominios constantes (Cinar, Conar: Canar, Canar €
Csnar) (Gene, 2012). Estes Ac’s captam os Ag's através deste dominio variavel Unico,
apresentam um tamanho molecular de aproximadamente 16 kDa, o dominio CDR3 é
alongado, a ocorréncia de mutagdes somaticas esta aumentada e tém um par adicional de
cisteinas que estabilizam toda a estrutura deste tipo de Acs (Gene, 2012; Rahbarizadeh,
Ahmadvand, & Sharifzadeh, 2011; Smolarek, Bertrand, & Czerwinski, 2012).

Os HCAbs sdo formados, nos linfécitos B, por um reportério especifico de genes de

anticorpos, distintos dos responsaveis pela formacdo dos Ac’s convencionais.

! Também designados por Nanocorpos, Nanoanticorpos ou Anticorpos de Dominio Unico. (Tillib, Ivanova, &
Vasilev, 2010)
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(~16 kDa)
Cu3
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Figura 4- Representacdo esquematica da 1gG convencional (a), de um anticorpo de cadeia pesada da familia
Camelidae (HCAD) (b) e dominio variavel de HCAb (Vun) (c). (Richard, 2009)

2.2 Fragmento do Anticorpo de Cadeia Pesada da Familia  Camelidae: V py

2.2.1 Caracteristicas Estruturais e Funcionais

Os Vuus representam um dos fragmentos de ligacdo aos Ag’'s dos mais pequenos
conhecidos atualmente (~16kDa) (

Figura 4). Tém recebido consideravel atenc@o pelas suas caracteristicas, tais como,
estabilidade conformacional, alta solubilidade, produgcdo econémica e tamanho reduzido.
S&o estas qualidades que tornam os Vs adequados para os sistemas «display», evitando
0s sistemas que consomem mais tempo e custos (Gene, 2012).

Assim como 0s Vs dos Acs convencionais, as sequéncias de aminoacidos (AA) dos
Vs S80 organizadas em trés regides hipervariaveis (CDR;, CDR, e CDRj), separados por
quatro regides «Framework» (FR;, FR,, FR; e FR;) (Muyldermans, 2011). Como as
sequéncias de AA dos FRs presentes nos Vuys sao altamente semelhantes aos dos Vys, a
arquitetura geral de ambos os fragmentos sdo semelhantes. Ambos os fragmentos se
dobram em duas folhas B com os trés CDRs que ligam estas duas folhas huma extremidade,
ou seja, num dominio (De Genst, et al., 2006; Desmyter, et al., 1997).

Apesar de 0s Ac’s convencionais, como os HCAbs, possuirem os mesmos FR e CDR,
estes Ultimos exibem algumas diferencas. Os CDR; e os CDR; sdo normalmente mais
longos, o N-terminal do CDR; é mais variavel e o extenso «loop» do CDR3 é uma média de
cinco aminoacidos mais longo do que o CDR; encontrado no fragmento V. Estruturalmente
os «loops» dos CDRs assumem conformagfes ndo presentes nos Ac’s convencionais, 0
que juntamente com a extensdo do CDR; e CDR;3, pode compensar a falta dos trés CDRs
presentes no fragmento V|, proporcionando um aumento da superficie do paratopo do Vyy, 0

que torna o paratopo mais convexo em oposicao a forma plana e concava dos paratopos
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convencionais e origina, assim, uma maior eficiéncia na ligacdo ao Ag (Gene, 2012;
Muyldermans, 2011).

Nos fragmentos Vuns, 0 dominio V| esta ausente; logo, como consequéncia desta
auséncia, os AA hidrofébicos presentes na superficie do dominio Vy, que normalmente
interage com o dominio V|, sdo substituidos por AA hidrofilicos, o que altera a solubilidade
dos Vs face aos Vs, (Muyldermans, 2011; Gene, 2012).

Para compensar a perda da estabilidade pela falta do fragmento V., varias sdo as
caracteristicas que tém sido documentadas: um CDR; longo, maior nimero de residuos, etc.
Um CDR;3; mais longo ndo so leva a um aumento no reportério das ligagbes ao Ag (maior
namero de residuos envolvidos nas ligacdes), como também oferece ao Vyy uma maior
complexidade estrutural (Dolk, 2004). Como ja foi referido, a regido dos CDR; presentes nos
HCAbs sdo normalmente mais longos (13-17 amino&cidos) que a regido dos CDRj3
presentes nos fragmentos Vs dos ratos e dos humanos (9-12 e 9-17 aminoacidos
respectivamente) (Wu, Johnson, & Kabat, 1993).

Os fragmentos Vuys Ss80 transcritos de um conjunto de genes separados,
proporcionando caracteristicas Unicas quando comparados com os fragmentos Vs dos Acs
convencionais. Os dominios varidveis dos HCAbs contém varias substituicbes de
aminoacidos em comparacdo com as cadeias pesadas dos Acs convencionais e a maioria
destas mudancas de aminoacidos encontra-se na regido que esta envolvida em interacfes
hidrofébicas com a cadeia leve: Val37, Gly44, Leud5 e Trp47, sendo estes residuos
substituidos nos Vuus por Phe372/Tyr37, Glu44/Gind4, Argd5 e Phe47/Leud7/Glya7, nas
posicoes 37, 44, 45 e 47 respectivamente (Figura 5) (Smolarek, Bertrand, & Czerwinski,
2012). Dado que as cadeias leves ndo estdo presentes nos HCADbs, estas mutacbes
proporcionam uma maior solubilidade e estabilidade aos fragmentos Vuus (Smolarek,
Bertrand, & Czerwinski, 2012).

A substituicdo do residuo LeullSer no fragmento Vuy, € vista como uma adaptacéo a
auséncia do dominio CH; (Muyldermans & Lauwereys, 1999). Ambos os fragmentos
provenientes dos diferentes Acs aqui referidos, exibem residuos na interface hidrofobica,
mas os substituintes dos residuos dos V., tornam a interface hidrofébica mais hidrofilica, ou
seja, proporcionam uma maior solubilidade aos fragmentos Vs, de forma a compensar a
perda da estabilidade induzida pela falta do fragmento V_ (Dolk, 2004; Gene, 2012).

O adicionar estas caracteristicas a uma grande diversidade de genes, leva a que 0s

Nanoanticorpos tenham uma grande capacidade de ligacdo ao Ag.

2\ a0 ~ . . . z ~ . I .

Varios sdo os artigos consultados que consideram os aminoacidos que estdo a negrito como substituintes mais
comuns dos presentes em Acs convencionais, sendo também possivel a substituicdo pelos outros aminoacidos
descritos no trabalho em sucesséo a esta pequena nota.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Departamento Ciéncias da Saude 20



Vanessa Cristina Rocha O Uso de Nanoanticorpos no Design de V  acinas

VH 1%151; ER MG{‘%L{W 844
9 | 4
| FRI L0 G FR3 FRY
| Jca
VHH

115144 7 ME45R4TG B4p

Q2 33 Jo9z | C100e

Figura 5- Esquema ilustrativo das diferengcas entre Vy e Vun, baseado na comparagcdo das sequéncias de
aminoacidos entre as regides de codificacdo de cDNA. As substituicdes de aminoacidos criticas nos fragmentos
Vuus €stdo marcadas por pequenos simbolos de relampagos e as linhas pretas a negrito que ligam o FR; ao FR3
e 0 CDR;1 ao CDRg3, representa as pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura da cadeia pesada. (Smolarek,
Bertrand, & Czerwinski, 2012)

2.2.2 Vantagens dos V yps em Relacdo aos Convencionais Vs

Os fragmentos Vs SA0 Unicos, pois ndo sO apresentam as mesmas caracteristicas que
0s convencionais Vs como também tém outras vantagens que permitem ultrapassar o
desempenho dos fragmentos Vs em varias areas, podendo ser de grande utilidade como
tratamento, diagnostico clinico ou na area das biotecnologias (Deffar, Shi, Li, Wang, & Zhu,
2009). As vantagens incluem o seu tamanho reduzido, caracteristicas estruturais novas,
possibilidade de serem produzidos em grandes quantidades de forma eficiente e econémica,
boa solubilidade, resisténcia a alteracdes significativas de temperatura e pH, simplicidade
guando manipulados geneticamente (gene Unico) e baixa toxicidade inerente (Tillib, Ivanova,
& Vasilev, 2010).

2221 Penetracdo Tecidular
Devido & reduzida massa molecular (~16 kDa) dos Nanoanticorpos comparativamente
com os 30 kDa dos Acs convencionais, esta caracteristica permite aos fragmentos Vs,
uma melhor farmacocinética e penetragcdo ao nivel dos tecidos, reconhecimento de epitopos
pouco comuns ou escondidos e uma baixa resposta imunologica (Rahbarizadeh,
Ahmadvand, & Sharifzadeh, 2011; Wesolowski, et al., 2009).

2.2.2.2 Solubilidade Aumentada
Uma das caracteristicas mais importantes, que diferenciam os fragmentos Vs dos
fragmentos Vs dos Acs convencionais, € a sua solubilidade aumentada. Sdo altamente

soluveis em solucdes aquosas e ndo tém tendéncia para agregar, provavelmente devido as
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substituicfes de residuos hidrofilicos por hidrofébicos na regido FR, comparativamente com
0s Ac’s convencionais que interagem através das areas hidrofébicas com o Cy; € 0 dominio
V.. Em adicdo a sua alta solubilidade, estes oferecem um aumento da estabilidade quimica
e proteolitica (Gene, 2012; Deffar, Shi, Li, Wang, & Zhu, 2009).

2223 Reconhecimento de Epitopos Escondidos/ Inib  icdo Enzimatica
Uma vez que os HCAbs sao codificados por um gene Unico, os Nanoanticorpos sdo nao
s6 multivalentes como facilmente clonaveis, ou seja, podem adquirir multiplos formatos, o
gue proporciona uma alta flexibilidade, permitindo reconhecer epitopos pouco comuns e
ligar-se a cavidades de enzimas ativas, originando inibicdo da atividade enzimatica e
oferecendo potencial para desenvolver novas terapéuticas (Vaeck, Mark, 2006;
Rahbarizadeh, Ahmadvand, & Sharifzadeh, 2011; Muyldermans, 2011).

2224 Elevada Estabilidade Intrinseca

Os HCAbs sao altamente estaveis na presenca de protéases, em pH extremos;
conseguem ligar-se ao alvo a altas concentragbes de agentes caotropicos® e apresentam
resisténcia a altas temperaturas (termoestaveis). Estudos tém demonstrado que os HCAbs,
apos incubacdes prolongadas a temperaturas de 90°C, readquirem propriedades de ligacdo
a Ag’s (Deffar, Shi, Li, Wang, & Zhu, 2009; Rahbarizadeh, Ahmadvand, & Sharifzadeh,
2011). Os Ac’s convencionais perderiam funcBes, 0 que explica a elevada estabilidade
intrinseca dos Vyps.

Esta alta estabilidade e solubilidade, assim como o seu tamanho reduzido, permitem
que possam ser desenvolvidas novas formulacbes, por exemplo, novas injecbes e

administracfes orais.

2.2.25  Clearance Sanguinea Rapida

O tempo de semi-vida (t*2

) curto, € adequado para certas aplicacbes em que é
essencial uma clearance sanguinea rapida por filtracdo renal (Eyer & Hruska, 2012). Foi
constatado que os Nanoanticorpos apresentavam similaridades nas ligacdes aos Ag’s ou

ainda melhores que as imunoglobulinas G (IgG) (Farzaneh, et al., 2010).

2.2.2.6 Imunogenicidade Baixa
Estudos referem que os fragmentos Vyys apresentam uma imunogenicidade baixa para

os seres humanos devido ao seu pequeno tamanho e também a homologia existente com o

3 Agente caotrépico é uma substancia que rompe estruturas, desnatura macromoléculas, tais como
proteinas e acidos nucleicos e aumentam a entropia do sistema. (Chaotropic agent)
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gene humano da familia Vy3. Assim, a administracdo de fragmentos Vuus €em hospedeiros
humanos é provavelmente segura e sem reacdes adversas graves (Vu, Ghahroudi, Wyns, &
Muyldermans, 1997).

2227 Humanizacéo

Tem sido demonstrado que os Nanoanticorpos podem ser humanizados sem perda
significativa da sua atividade especifica, por intermédio de algumas substituicbes de
aminodcidos, nas regibes FR. Estes Nanoanticorpos humanizados retém as suas
caracteristicas no que toca a solubilidade, estabilidade e a alta afinidade com o Ag. Esta
particularidade leva a grandes expetativas no que diz respeito a utilizacdo destes Acs na
imunizacdo passiva, de forma a prevenir varias infe¢des (Vaeck, Mark, 2006; Tillib, Ivanova,
& Vasilev, 2010).

De um modo geral, a facilidade de clonagem, a produgdo econémica e a alta

estabilidade, tornam os fragmentos Vy4s muito Uteis para uma vasta gama de aplicacdes.

2.3 Aplicacdes dos Fragmentos V. pps

As caracteristicas particulares dos Nanoanticorpos fazem deles uma interessante
ferramenta de pesquisa, quer como meio de tratamento, quer como meio de diagndéstico.

Os Nanoanticorpos da familia Camelidae e dos peixes cartilaginosos sdo uma nova
geracdo de agentes potencialmente terapéuticos para o tratamento de doencas humanas
graves. Atualmente, alguns farmacos baseados nestes Ac’s estdo a ser testados em
animais ou in vitro, em etapas pré-clinicas e outros farmacos ja avancaram para a fase | ou
Il de ensaios clinicos (Eyer & Hruska, 2012; Muyldermans, 2011).

2.3.1 Nanoanticorpos como Terapéutica

2311 Terapéutica Cancerigena
Os fragmentos Vs revelaram, em alguns estudos, potenciais valores terapéuticos no
tratamento do cancro. O mecanismo de atuagdo destes fragmentos baseia-se
essencialmente no reconhecimento de Ag’'s expressos em células cancerigenas presentes
em alguns tipos de cancro.
A angiogénese desempenha um papel importante no desenvolvimento tumoral. A

endoglina, um Ac monoclonal CD105, que € expressa nas células endoteliais na
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angiogénese tumoral e nos processos inflamatérios, identifica o recetor do fator
transformador de crescimento Bl (TGF-B1l) desregulando-o (Soares, Bettencourt, Preto,
Soares, & Lopes, 2010). Os fragmentos Vuys vao atuar ligando-se a endoglina, inibindo o
processo de angiogénese e assim diminuindo o crescimento e metastizacao tumoral. Desta
forma, uma terapéutica anti-angiogénica tem o intuito de normalizar o microambiente
tumoral (Ahmadvand, Rasaee, Rahbarizadeh, Kontermann, & Sheikholislami, 2009).

Foi demonstrado ainda na mesma éarea de estudo que 0s Vuus podem bloquear a
adesdo celular mediada pela modulacédo das fung¢des da integrina a3p1 (VLA3), através do
reconhecimento desta proteina e assim diminuindo as metastases tumorais (Groot, et al.,
2009).

2.3.1.2 Doencas Autoimunes

As doencas autoimunes advém de uma falha no sistema imunolégico, resultando em
respostas imunes contra células e tecidos do proprio organismo (por exemplo: artrite
reumatoide, psoriase, esclerose multipla, doenga de Addison, entre tantas outras).

O fator de necrose tumoral (TNF) € uma citocina que desempenha um relevante papel
nos processos inflamatorios crénicos. A principal fungéo do TNFa € a promogdo da resposta
imune através de neutréfilos e mondécitos. As terapéuticas com anti-TNF sdo muito caras e
muitas destas requerem injecBes regulares, apesar de estes tratamentos terem
proporcionado uma melhor qualidade de vida aos doentes.

Investigacbes cientificas mostraram que animais que apresentem HCAbs, ao serem
imunizados com TNFa humano, exibiam proteinas anti-TNFa-Vyy que iam atuar com
antagonistas da acdo do TNFa humano. Face aos Acs anti-TNF convencionais, usados na
terapéutica da artrite reumatoide, os anti-TNFa-Vy4 S80 agentes mais potentes e podem ser

produzidos e purificados de forma rentavel (Coppieters, et al., 2006).

2.3.1.3  Toxinas
Outra das aplicacdes dos fragmentos Vs € a neutralizagdo de toxinas, como a toxina
presente no escorpido Androctonus australis, e a inibicdo da atividade enzimética da
neurotoxina botulinica que pode ser usada em casos de envenenamento por toxina

botulinica (Smolarek, Bertrand, & Czerwinski, 2012).

2314 Doencas Infeciosas
Os Nanoanticorpos tém demonstrado poder inibitorio, tanto em infe¢cdes bacterianas
como em infegdes virais; no entanto exibem atividade limitante face ao HIV. No caso do HIV,

os fragmentos Vuys tém propriedades superiores em comparacdo com 0s AcS
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convencionais. Estes vao interferir com a ligacdo do CD4 para o HIV-1, ou seja, reconhecem
proteinas da capside do virus do HIV-1, envolvidas nas infecbes provenientes desta
patologia, neutralizando-as. As caracteristicas Unicas destes fragmentos, no futuro, podem
vir a desenvolver vacinas para esta doenca tao infeciosa e que mata milhares de pessoas
em todo o mundo (Koh, et al., 2010).

No caso da Hepatite B e do Rotavirus, 0s Vuus ligam-se as proteinas da capside do
virus da Hepatite B in vitro e in vivo neutralizando-as e reconhecem rotavirus, reduzindo a
replicacao viral (Smolarek, Bertrand, & Czerwinski, 2012; Serruys, Van Houtte, Farhoudi-

Moghadam, Leroux-Roels, & Vanlandschoot, 2010).

2.3.2 Nanoanticorpos como Diagnéstico

2321 Imagem

Estudos tém demonstrado que os Nanoanticorpos, devido ao seu pequeno tamanho e
facil penetracdo tecidular, entre tantas outras caracteristicas particulares, conseguem
reconhecer e ligar-se in vivo ao recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Os
fragmentos Vuus,a0 ligarem-se ao EGFR, bloqueiam o fator de crescimento epidérmico
(EGF), podendo ser usados no tratamento de tumores solidos. (Harmsen & De Haard, 2007)

Este fator contribui para a diminuicdo do desenvolvimento e progressdo tumoral
(Oliveira, Schiffelens, Van der Veeken, Van der Meel, & Strom, 2010).

Os fragmentos Vs podem também ser usados na obtencédo de imagens, se fundidos,
por exemplo, com a proteina fluorescente verde (GFP) e expressos em compartimentos
intracelulares (Smolarek, Bertrand, & Czerwinski, 2012).
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Capitulo 3- Tecnologia «Phage Display»

3.1«Phage Display»

«Phage Display» ou exibicdo de fagos, é uma tecnologia que foi introduzida pela
primeira vez por George Smith em 1985 (Arap, 2005). E uma técnica in vitro que permite o
isolamento de Ac’s a partir de uma biblioteca de Ac’s, usando uma das convencdes de
selecdo que imitam basicamente 0 processo in vivo e que representam essencialmente
(Hoogenboom H. R., 2005): geracao da diversidade genotipica, emparelhamento do fenétipo
ao genotipo, aplicacdo da pressdo seletiva e amplificacdo dos gendtipos/fenétipos
selecionados. Esta tecnologia pode ser efetuada in vivo, a biblioteca é injetada no
hospedeiro, este desenvolve uma resposta imunolégica e posteriormente é recolhida uma
amostra para analise (Arap, 2005).

A tecnologia «phage display» permite a selecdo de um fenétipo (ligante especifico de
um Ag desejado), de um repertorio de péptidos, proteinas ou outras moléculas, por exemplo
anticorpos, exibidos a superficie de bacteriéfagos, permitindo a pesquisa de bibliotecas e a
recuperacdo do gene especifico por infecdo e propagacdo bacteriana. O fago suporta
condi¢des extremas como baixos pH’'s e baixas temperaturas, sem perder o seu grau de
infecciosidade (Arap, 2005). E a particula de fago que permite a ligagéo fisica do genotipo
ao fenotipo (Figura 6) (Sommavilla, 2010; Gene, 2012)

Esta metodologia inicialmente foi usada como um vector de expressdo capaz de
apresentar sequéncias de aminoacidos acessivel a ligacdo de anticorpos. O sistema «phage
display» pode ser categorizado em duas vertentes: o sistema de vector de fago e sistema de
vector de fagemideo (Sommavilla, 2010). O sistema de vector de fago consiste em dois
componentes: uma proteina de revestimento associada & superficie de um fago e o fago de
apoio. A maior vantagem destes vectores é o seu pequeno tamanho e a facilidade de
clonagem, o que permite um vasto numero de bibliotecas (Arap, 2005; Riechmann &
Muyldermans, 1999).

Todos os métodos «display» tém uma grande vantagem em comum: podem ser
aplicados a uma grande selecdo de Ag (Ponsel, Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot,
2011). Uma das maiores vantagens do «Phage Display», face a tecnologia de hibridoma
padrdo ou a imunizacdo, é a auséncia de limitacbes técnicas, tal como a escolha de Ags e a
ligagcdo existente entre o fendtipo experimental e o seu gendtipo encapsulado que permite a
evolugdo das ligagcbes selecionadas em moléculas otimizadas (Ponsel, Neugebauer,
Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011). Para que esta técnica funcione é importante a escolha da

estirpe do hospedeiro, por exemplo, a Escherichia coli e a construcdo e qualidade da
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biblioteca de Ac’s, uma vez que uma boa biblioteca permite uma melhor selecdo de Ac’s
especificos para o Ag de interesse (Arap, 2005; Stricker & Li, 2001).

A face inicial desta tecnologia € normalmente uma biblioteca de Ac’s, quer de origens
«naive*», quer sintéticas, compreendendo uma populacéo ideal de 10°-10" clones (Gene,
2012). A diferenca entre Ac’s «naive» e sintéticos depende da origem dos genes dos Ac’s.
Apbs 3-4 ciclos de selecdo, a populacdo € enriguecida por uma alta percentagem de
fragmentos de Ac’s especificos para os Ag’s alvo (Jermutus & Carmen, 2002).

«Phage display» teve uma grande influéncia nas descobertas feitas no campo da

imunologia, biologia celular, farmacologia e na descoberta de novas férmulas, nas Ultimas

antigen —— ;

décadas.

genotype

Figura 6- Exibicdo de um fragmento de anticorpo convencional a um bacteri6fago com uma proteina de
revestimento menor (plll) associada. (Sommavilla, 2010)

3.2Construcéo de Bibliotecas de Acs

Uma das metodologias para a criagéo de bibliotecas de Ac’s mais usadas na utiliza¢do
de fagos filamentosos, ou seja, bacteriéfagos que residem na Escherichia coli, é a técnica
de «Phage Display».

Por definicdo Biblioteca de Ac’s por «phage display» € uma colecdo de fagos
recombinantes que exibem fragmentos de Ac’s na superficie e que podem ser preparadas a
partir de fontes de DNA naturais, sintéticas ou mistas. Cada fago apresenta um Unico Ac
mas toda a biblioteca apresenta diversas moléculas de Ac’s com especificidades diferentes
para Ag’s diferentes (Figura 7) (Mullen, Nair, Ward, Ryroft, & Henderson, 2006). Quanto
maior a biblioteca, maior a probabilidade de encontrar Ac’s que se liguem a diferentes

epitopos e maior a afinidade. (Sommawvilla, 2010)

* Sem ocorréncia de imunizacao.
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Figura 7- Representacdo esquematica da fusdo de um anticorpo com um fago (anticorpo-fago). (Bradbury,

Waldo, & Zeytun, 2003)

Uma pequena amostra de sangue é utilizada para isolar o RNAmM e como modelo para a

transcriptase reversa, possibilitando gerar cDNA. A partir dos genes do cDNA e através de

primers especificos, os fragmentos dos Ac’s em estudo vdo ser amplificados. Depois de

restricio do DNA nos fragmentos em analise, este DNA pode ser clonado num vector

fagemideo com proteina de revestimento plll associada, as bactérias sao transformadas e
usadas no procedimento de «phage display» (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema representativo da construgdo de bibliotecas fago de fragmentos de Vuu. (Sommavilla, 2010)

3.3Tipos de Bibliotecas de Anticorpos

3.3.1 Biblioteca de Anticorpos «Naive»

As bibliotecas «naive» derivam da colecdo de genes V° das células B de dadores ndo

imunizados, ou seja, de dadores que nunca estiveram em contacto com nenhum Ag,

isolados do sangue periférico dos linfécitos, medula 6ssea ou de células do baco (Ponsel,

5 . . ~ . . .
Os segmentos dos genes regionais (V, D, J) sao reconhecidos por um grupo de enzimas conhecidas como

recombinase VDJ que sao especificas de linfocitos.
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Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011; Hoogenboom H. R., 2005). A diversidade dos
Ac’s isolados aumenta com a amplificacdo do tamanho da biblioteca, assim a probabilidade
de obter Ac’s com uma maior afinidade é superior.

A construcdo de bibliotecas «naive» envolve técnicas moleculares, tais como
transcriptase reversa, RT, ou RNA mensageiro, mMRNA, seguido de um PCR de forma a
amplificar os segmentos dos genes do fragmento Vyy do DNA complementar, cDNA, e
clonagem restrita, pois vai incorporar 0os segmentos de Ac’s rearranjados num vector
apropriado (Jermutus & Carmen, 2002). De forma mais simplificada a construcdo destas
bibliotecas, envolve numa primeira fase a recolha de RNAm do sangue periférico dos
linfGcitos e posteriormente, usando primers especificos, as regides variaveis dos Ac’s sdo
amplificadas por PCR e clonadas em vectores especificos (Willats, 2002).

As principais vantagens da utilizacdo deste tipo de bibliotecas sdo (Brichta, Hnilova, &
Viskovic, 2005): ndo a necessidade de injetar Ag’'s invasivos ou substancias toxicas em
animais, apresenta uma grande variedade de Ac’s contra uma grande variedade de Ag’s,
uma hiblioteca «naive» pode ser usada para um qualquer Ag, ndo havendo necessidade na
construcdo de uma nova, por fim a geracdo de Ac’s sdo obtidas num curto espago de
tempo. Assim como qualquer técnica molecular, existem vantagens e desvantagens, sendo
estas Ultimas as seguintes (Brichta, Hnilova, & Viskovic, 2005): um baixo reportério de Ac’s
leva a uma diminuicdo da afinidade para com os Ag’s e por fim a formacdo ocasional de
corpos de inclusdo induz toxicidade para as células bacterianas.

Em contraste com as bibliotecas imunes, as bibliotecas «naives» tém a vantagem de
poderem ser usadas para uma gama ilimitada de Ag’s, ou seja, uma Unica biblioteca
«naive» pode ser usada na geracao de anticorpos face a uma variadissima gama de Ag’s,
incluindo toxinas e auto-antigénios (Jermutus & Carmen, 2002; Ponsel, Neugebauer,
Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011).

3.3.2 Biblioteca Imune

Este tipo de bibliotecas deriva de dadores imunes e por isso estdo predispostas ao
reconhecimento de Ag’s especificos, logo, apresentam tamanhos mais pequenos que as
outras bibliotecas (Ponsel, Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011). Assim como as
bibliotecas «naive», os Ac’s provém dos linfocitos B de animais previamente imunizado e
que desenvolveram uma resposta imunolégica contra determinado Ag (Goldsby, Kindt, &
Osborne, 2002). Uma biblioteca de Ac’s imunizados tem duas caracteristicas essenciais

(Brichta, Hnilova, & Viskovic, 2005): (1) o seu reportorio de Ac’s é enriguecido com Ag’s
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especificos e (2) uma parte significativa destes mesmo Ac’s sofreram maturagcéo ao nivel da
afinidade pelo sistema imunitario.

Estas bibliotecas apresentam também vantagens e desvantagens, sendo as vantagens
(Brichta, Hnilova, & Viskovic, 2005): sdo mais faceis de preparar e possibilitam o isolamento
de inumeros Ac’s especificos contra diversos Ag’s virais, bacterianos e parasitarios. Entre
as desvantagens estdo (Brichta, Hnilova, & Viskovic, 2005; Willats, 2002): o tempo
necessario para a imunizacdo do animal, a resposta imunolégica do animal ser imprevisivel
e sempre que o Ag for alterado, nova biblioteca imune deve ser construida. Em contraste
com as bibliotecas «naive», as bibliotecas imunes tém a vantagem de ndo necessitarem de
ser tdo vastas como as «naive» (Brichta, Hnilova, & Viskovic, 2005).

As bibliotecas imunes tém duas aplicagbes principais: a sele¢cdo de Ac’s neutralizantes
de virus a partir de um alvo infectado e a identificagdo de Ac’s especificos de tumores a
partir de doentes que padecam de cancro (Ponsel, Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot,
2011).

3.3.3 Biblioteca de Anticorpos Sintéticos

A grande diferenca entre bibliotecas imunes e bibliotecas «naive» face as bibliotecas
sintéticas, consiste na origem das sequéncias para a construcdo da biblioteca, isto €,
enquanto as duas primeiras bibliotecas sdo sintetizadas de uma fonte natural, parte das
bibliotecas sintéticas sdo produzidas ou desenhadas in silico e depois sintetizadas de uma
forma controlada (Ponsel, Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011).

A construcao de bibliotecas sintéticas envolve o rearranjo de segmentos dos genes do
fragmento Ac’s in vitro e numa inducéo de CDRs artificiais® de diferentes «loops», usando a
tecnologia molecular de PCR e primers aleatoriamente (Jermutus & Carmen, 2002).

Uma das vantagens deste tipo de bibliotecas é na composicao dos CDRs que podem
ser exatamente definidos e oferecem uma solucdo na identificacdo de ligagbes de Ag's
guando h& impossibilidade de imunizagdo (falta de antigénio, antigénio téxico ou né&o

imunogénico) (Muyldermans, 2011; Ponsel, Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011).

3.4 Fagos Filamentosos

A exibicdo de bacteriéfagos ou de fagos € um sistema de expressao de (poli) peptideos

ou de proteinas na superficie de fagos (fenotipo) e que estédo ligados fisicamente ao seu

® Bibliotecas de anticorpos «naive» apresentam CDRs de forma natural ao contrario das bibliotecas de

anticorpos sintéticos, em que os CDRs sao artificiais.
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DNA de codificacéo (genétipo) (Stricker & Li, 2001). Isto é conseguido através da clonagem
de um gene estranho em fusdo com uma proteina de revestimento do fago.

Os vetores de clonagem apresentam as seguintes caracteristicas (Amorim, 2011):
sofrem replicacdo na célula hospedeira (necessitam de uma origem de replicacao para que
possam ser produzidas varias copias de DNA) e tém um tamanho relativamente pequeno,
pois moléculas grandes tendem a quebrar durante a purificacao.

Os plasmideos sdo moléculas de DNA circular, geralmente em cadeia dupla, que
existem essencialmente em bactéria e tém uma existéncia independente na célula, ou seja,
replicam-se independentemente e ndo fazem parte do cromossoma (Amorim, 2011).

Epissomas ou plasmideos integrativos podem existir sob a forma circular ou integrados
no cromossoma, sendo que esta integragéo depende do fator F (Amorim, 2011).

Os bacteriofagos tém contribuido muito para o campo da biotecnologia e da biologia
molecular. Hoje em dia os bacteriéfagos tém recebido uma enorme atencdo devido a sua
potencialidade para serem usados em «phage display», como veiculos para a producéo de
vacinas e como fins de diagnostico (Haq, Chaudhry, Akhtar, Andleeb, & Qadri, 2012).

Os bacteriofagos, frequentemente referidos como fagos, séo virus que infetam Gnica e
exclusivamente células bacterianas e que tém uma estrutura simples que consiste numa
molécula de DNA empacotada numa capsula (Amorim, 2011). A semelhanca de outros
virus, os fagos sdo parasitas obrigatorios, necessitando de um organismo hospedeiro para
se multiplicarem (Moreira, 2011). Estes podem ser de dois tipos (Amorim, 2011):

- «Head and Tail »: consiste numa molécula de DNA linear de cadeia dupla (exemplo- fago
A: infecta a Escherichia coli);
- Filamentoso : consiste numa molécula de DNA circular de cadeia simples (exemplo- fago

M13: infecta bactérias com pilus sexual).

3.4.1 Bacteriéfagos Ff

Diferentes tipos de fagos tém sido usados como veiculos na tecnologia «Phage
Display», incluindo os bacteriofagos filamentosos Ff, Lambda e T7. No entanto, os mais
usados nesta tecnologia sdo os bacteriofagos da familia Ff (Brichta, Hnilova, & Viskovic,
2005). Bacteriéfagos filamentosos, especialmente os fagos Ff que incluem as estripes f1, fd
e M13, tornaram-se numa ferramenta importante para a identificagdo da interagdo entre

biomoléculas bem como para a melhoria de abordagens mais evolucionérias.
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Fagos filamentosos séo virus capazes de infetar uma grande variedade de bactérias
gram negativas como a Escherichia coli, portadora de epissoma F’. Estes fagos s&o
facilmente selecionados, manipulados e sdo veiculos de clonagem de exceléncia pois 0 seu
tamanho néo fica prejudicado pelo DNA gue possui. Se for necessaria a insercdo de novas
sequéncias ao seu genoma, os fagos aumentam de tamanho (Willats, 2002).

Os fagos Ff consistem num genoma de DNA de cadeia simples empacotado num
cilindro longo de 7nm de largura por 900-2000nm de comprimento. (Lowe, 1999) A capside
destes fagos apresenta proteinas de revestimento maior, por exemplo a pVIll que sdo
codificadas pelos genes VIIl e que tém cerca de 3000 coépias por particula de fago,
dependendo do tamanho do genoma do DNA do fago. (Stricker & Li, 2001) Estas proteinas
dominam 87% da massa total da capsula do fago e 98% do conteudo da proteina (Petrenko,
2008). Em contraste, as proteinas de revestimento menor, por exemplo, a plll, IV ou IX que
sdo codificadas pelos genes I, IV e IX, tém cerca de 4-5 coOpias cada uma, por particula de
fago, e desempenham um papel importante na interagéo fago-hospedeiro durante a infecéo
(Figura 9) (Stricker & Li, 2001). A proteina de revestimento pVI encontra-se localizada numa
das extremidades do fago e é fundamental para a estabilidade das particulas e para a
infecciosidade do fago (Horn, 2000).

2000 nm, 6 nm &

O— o e ———— @ @——

plll pVI pVIIl pIX pvII

Wild-type Ff phage

| = [ |
\ - | = /
\\T of \\\“ /
plll display p¥lll display pYll and plX
display

Figura 9- Esquema representativo de fagos filamentosos em «phage display». (Konthur & Walter, 2002)

3.4.2.1 Estirpes M13
O fago M13, da familia dos fagos filamentosos, é flexivel, tem cerca de 1 uym de

comprimento e 6 nm de didmetro, composto quase unicamente por um tubo helicoidal

"Um epissoma é uma molécula de DNA circular com capacidade de replicagcdo independente e estavel; o fator F
contém genes que sdo necessario a sua replicacdo. Assim, o fator F € um epissoma porque pode existir estando
ou nao integrado no cromossoma de uma célula.
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formado por moléculas da proteina maior pVIIl. Dentro deste tubo encontra-se o DNA viral
em cadeia simples (apresenta 6407 nucleétidos de comprimento) (Brichta, Hnilova, &
Viskovic, 2005; Petrenko, 2008). Estes fagos infetam hospedeiros como a Escherichia coli,
por injecdo do seu DNA, através de uma fibra proteica denominada F-pili, que permite &
bactéria associar-se ao fago, através de conjugacao sexual (Sinoga, 1998).

O ciclo de infecdo inicia-se quando o fago se liga ao pilus sexual de uma célula,
injetando o seu DNA. O DNA em cadeia simples, uma vez dentro da célula bacteriana, vai
agir como um molde para a sintese de uma cadeia complementar, resultando numa cadeia
dupla de DNA que é replicada até existir mais de 100 copias presentes na célula. As
bactérias ao dividirem-se em células filhas recebem copia do genoma do fago que continua
a replicar-se, mantendo o numero total por célula (100 copias). Por cada geracdo de uma
célula infetada existem cerca de 1000 novos fagos (Sinoga, 1998).

A medida que a célula se replica, o fago M13 passa para os descendentes e assim é
transmitido entre geragbes. Como ndo ocorre lise celular, o fago M13, apoés infecdo de uma
bactéria, pode ser replicado indefinidamente e é por esta situagdo que se torna dificil a
identificacdo das células infetadas (Sinoga, 1998). O ciclo de infe¢@o por parte deste fago
filamentoso é um ciclo n&o litico, nem lisogénico, este vai ser libertado da célula hospedeira
por secrecdo (Hag, Chaudhry, Akhtar, Andleeb, & Qadri, 2012).
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Figura 10- Representacdo esquematica do ciclo de infecdo do fago M13, mostrando os diferentes tipos de
replicacdo de DNA que ocorrem (Sinoga, 1998).
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O fago filamentoso M13 tem as seguintes vantagens como vector de clonagem
(Amorim, 2011): tem um genoma pequeno, uma grande variedade de genes ou combinacéo
de genes podem ser inseridos no DNA do bacteriéfago, uma forma replicativa em cadeia
dupla que existe no interior da célula funciona como um plasmideo, é facilmente preparado
a partir de uma cultura de Escherichia coli infetadas, sdo facilmente reintroduzidos nas
células e podem ser obtidos na forma de cadeia simples de DNA, (til para a sua
sequenciacao e mutagénese in vitro.

A clonagem em vetores do fago M13 € importante pois obtém-se fragmentos de DNA de
cadeia simples muito utilizadas para a sequenciacdo e mutagénese dirigida. O vetor
M13mp7 é baseado no fago M13 (Sinoga, 1998).

3.5Aplicagéo da Tecnologia «Phage Display»

A tecnologia «phage display» apresenta um vasto leque de aplicabilidade, mapeamento
de epitopos, descoberta de epitopos, novas vacinas, criagdo de bibliotecas de anticorpos,
identificacdo de novos receptores e ligandos, desenvolvimento de novos farmacos e selecéo
de 6rgdos-alvo.

Uma das areas de maior interesse na area cientifica é o desenvolvimento de vacinas
para tratamento ou profilaxia de doencas infeciosas ativas atualmente. Referente ao
desenvolvimento de vacinas, esta metodologia pode ser utilizada em fagos que se
comportam como transportadores imunogénicos, na identificacdo de peptideos e de

«mimotopes»® e no estudo da especificidade das células T (Willats, 2002).

3.5.1 Fagos como transportadores imunogénicos
Os Fagos sao considerados seres imunoestimulantes naturais que tém sido usados
como veiculos na administracdo de vacinas. O uso de fagos como transportadores
imunogénicos oferece varias vantagens face aos tradicionais transportadores, ou seja, as
proteinas, apresentando as seguintes vantagens (Kaur, et al., 2012; Zuhaida, et al., 2012):
> A resposta por parte dos Acs a este tipo de transportadores é mais restrita
que qualquer resposta a outro tipo de transportadores;
» A fusdo genética é mais facil e mais uniforme que qualquer método quimico
de conjugagéo.
» Replicam no local de infeccéo;

» Sao estaveis e de facil manipulacao;

8 . p N , - : :
«Mimotopes» sdo macromoléculas e por vezes péptidos que emitam a estrutura de um epitopo.
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Producéo rapida e econdémica;
Conseguem manter uma ligacao fisica entre 0 Ac e 0 seu DNA,;
Sao eficazes contra bactérias patogénicas multirresistentes;

vV V V VY

Os efeitos colaterais s&o muito raros em comparagdo por exemplo com 0s
antibiodticos;
» Respondem rapidamente ao aparecimento de bactérias mutantes resistentes;

Tabela 2- Exemplos de peptideos e proteinas selecionados usando a tecnologia «Phage Display» adaptado de

(Rothe, Hosse, & Power, 2006).
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Capitulo 4- Processo de Obtencdo de V  pys

4.1Processo de Imunizagao

Os Nanoanticorpos sao normalmente obtidos de bibliotecas de Ac’s a partir do RNAm
de animais (animais da familia Camelidae neste caso) naive ou imunizados, sendo esta a
primeira parte. A segunda parte € a selecdo de clones das sequéncias nucleotidas dos
Nanoanticorpos por «phage display», a partir da biblioteca geral de todo o repertério de
dominios variaveis dos HCAbs do animal usado no estudo (Tillib, Ivanova, & Vasilev, 2010).

Estes animais podem ser imunizados seguindo um conjunto de procedimentos-padrao.
A imunizacdo é feita com uma quantia de cerca de 50 pug de imunogénio em adjuvantes
Freunds, completo (CFA) ou incompleto (IFA)?, produzindo Ags especificos de HCAbs de
alta afinidade, passadas 5-6 semanas (Muyldermans, 2011). Apés uma analise de varios
estudos referentes ao processo de obtencao de Vs, foi possivel concluir que normalmente
0 animal é imunizado com 1mg ou menos de imunogénio em adjuvantes, uma vez por
semana, durante varias semanas consecutivas e que o adjuvante usado na primeira injecdo
€ CFA, sendo que nas inje¢des seguintes usa-se IFA. (outros regimes podem ser adotados).

Existe a possibilidade de imunizar um animal simultaneamente com uma mistura de
varios Ag’'s e assim originar uma resposta imune para cada Ag separadamente, tornando
este processo mais econdmico. O reportério imunizado de HCAb exibe um reconhecimento
padréo diferente do reportério dos Ac’s convencionais.

Existem duas categorias de mecanismos de acdo para o CFA que sdo (Nunes, et al.,

2009):

- Prolongar a presenca de Ag no local de injecéo;
- Promover um transporte eficaz dos Ags para o sistema linfatico e pulm&es, onde o
adjuvante promove a acumulacdo de células inflamatérias;

O IFA tem a caracteristica de depdsito, como a capacidade de induzir processos
inflamatérios, aumentando o infiltrado de células inflamatérias e/ou a capacidade de
estimular as funcdes das células apresentadoras de Ag’s, potenciando a resposta das
células T especificas (Nunes, et al., 2009).

O processo para a formacéo de bibliotecas imunizadas'®, inicia-se com a recolha de

aproximadamente 20-30mL de sangue periférico dos linfécitos, isolados de um animal da

°0 adjuvante completo de Freund (CFA) é uma mistura viscosa sem cor constituida de 85% de 6leo mineral,
15% de emulsificante com 500 pg de Mycobacterium tuberculosis inativada por mililitro de. emuls&o. O adjuvante
incompleto de Freund (IFA) ndo possui o constituinte bacteriano (Nunes, et al., 2009)

19 Bipliotecas imunizadas derivam de dadores imunes e portanto predispostos a reconhecer certos Ags (Ponsel,
Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011).
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familia Camelidae imunizado, dado os linfécitos serem a fonte do mRNA, de forma a

preparar cDNA e assim obter Ags especificos para fragmentos Vyy (Muyldermans, 2011).

4.2 Preparacao dos Antigénios especificos

Os Ag’'s especificos dos fragmentos em estudo, podem ser obtidos por digestdo com
protéases dos HCAb, através da clonagem direta dos genes de Vuy (provenientes dos
linfécitos B) ou através de bibliotecas «naive» ou sintéticas (Nunes, et al., 2009;
Muyldermans, 2011)

4.3 Clonagem do Repertorio dos Fragmentos V. py

A clonagem do repertério dos fragmentos de ligacdo aos Ag's de um animal imunizado
da familia Camelidae, num vector «phage display» e a selecdo de clones especificos por
«panning», possibilitou a identificacdo de moléculas de Ag’'s especificos, tornando-se num
método de rotina nas Ultimas décadas (Muyldermans, 2011).

Quando € obtida uma biblioteca de tamanho apropriado, os Vuys podem ser
selecionados por «phage display». Posteriormente, o cDNA vai ser amplificado, por codificar
as regides variaveis que estdo expressas na superficie dos fagos filamentosos. Os fagos em
gue os fragmentos Vs se ligam aos Ag's, vao ser isolados através de um processo
denominado «panning». A clonagem do repertério de Ac’s convencionais e de HCAbs
envolve Varios passos. Apesar das etapas serem as mesmas, existem algumas diferencas
que sao fulcrais neste processo.

Para os Ac’s convencionais, o primeiro passo necessita de dois PCR’s independentes,
de maneira a amplificar os fragmentos Vy e 0 V.. No entanto, este processo de PCR’s
independentes em ratos e em humanos é complicado, pois a existéncia de genes mdltiplos
da familia V4 e V., requer o seu conjunto de primers (Muyldermans, 2011). “Assim, os 10° de
Vy e os 10° de V, amplificados das 10° células B, requer a clonagem dos 10 clones para
obter todas as combina¢des possiveis” (Muyldermans, 2011).

O segundo passo consiste na formacdo de um segmento por «splicing».

Os HCAbs, pelas suas caracteristicas (auséncia de fragmentos V,), apenas vao
necessitar de uma etapa por PCR. Vao ser amplificados por um conjunto de primers, dado
serem codificados por um Unico exao por pertencerem a uma Unica familia de genes. Assim,
€ possivel uma clonagem imediata. Estas diferencas em relacdo aos Ac’s convencionais,
retratam uma das suas vantagens.

Os HCADbs, ao contrario dos Ac’s convencionais, ndo apresentam o dominio CH na sua

estrutura; assim, através de um gel de agarose, é possivel separar ambos os fragmentos.
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Os HCAbs, separados através do gel de agarose, vao ligar-se ao vector fagemideo do
bacteriéfago filamentoso e incorporado numa bactéria como a Escherichia coli.

Apbés a clonagem dos genes de Vuyy amplificados nos vectores de expressado
adequados, a biblioteca de fragmentos Vuyy contendo o reportério de locais de ligacdo aos
Ag’s é obtida (Muyldermans, 2011).

Em contraste com outras bibliotecas, por exemplo, de fragmentos de Ac’s
convencionais que sao bibliotecas vastas, as bibliotecas provenientes dos fragmentos Vyy
de clones individuais sdo bibliotecas mais pequenas na ordem dos 10°-10" (Muyldermans,
2011).

4.4 Selecao de Ag especifico do Fragmento V. py

Bibliotecas de Vy4 podem ser selecionadas para a presenca de ligacdes de Ag's
especificos quer por selecao ou diretamente por triagem de colonias.

Os clones obtidos do processo anterior vdo ser submetidos a um método designado
«panning» que consiste em varios ciclos de incubacao da biblioteca de Ac’s escolhida com
0 Ag alvo imobilizado. Neste método s as ligagbes fortes ou de alta afinidade, e que se
expressam melhor em bactérias, sdo selecionadas.

Esta selecdo pode ser dividida em seis passos (Figura 11): (i) cobertura de Ag; (ii)
blogqueamento; (iii) incubac&do do fago com o Ag; (iv) lavagem para remover o fago com o
Ag; (v) eluicdo; (vi) infecdo de bactérias hospedeiras e posteriormente amplificacao
(Jermutus & Carmen, 2002). Apds 3-4 ciclos de sele¢do, os clones sdo caracterizados por
sequenciamento de DNA ou ELISA.

No método de «panning», o passo da lavagem, da elui¢cdo e da amplificacdo sdo passos
de grande relevo.

O passo de lavagens sucessivas realiza-se apdés a incubacdo dos Ags com as
bibliotecas de Vuy € tem como intuito remover os Ac’s inespecificos para o alvo em estudo,
através de um detergente préprio, normalmente o Tween (Altshuler, Serebryanaya, &
Katrukha, 2010; Horn, 2000). Este passo requer alguma consideracdo pois deve existir
equilibrio entre a especificidade e a avidez dos clones selecionados. Muitas bibliotecas
contém clones que podem atuar como ligantes fortes, mas que apresentam baixa
especificidade para o alvo e outros podem atuar como ligantes fracos, mas apresentam alta
especificidade. H& que ter em conta que, se as lavagens forem muito rigorosas e as ligagbes
fracas, mas altamente especificas, podem ser perdidas, mas, se, por sua vez, as lavagens
nao forem suficientemente rigorosas, entdo a populacdo de clones selecionados pode ser

dominada por ligagbes fortes com baixa especificidade (Willats, 2002).
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Na pratica, este balanco € conseguido por ajuste do tempo de lavagem, concentracado
dos detergentes e usando regimes de lavagens rigorosas progressivamente aumentadas. O
aumento ou diminuicdo dramética do pH também é muito utilizado. Uma abordagem mais
subtil é a clivagem enzimatica, em que as enzimas podem ser incorporadas em proteinas,
através de uma fusdo (Willats, 2002).

O passo da eluicdo ocorre apos o passo da lavagem e sdo as ligagbes mais fortes dos
Ag’s as particulas de fago que vao ser eluidas, sem que o seu grau de infecciosidade seja
diminuido. O método de eluicdo mais usado € a eluicdo por choque de pH (exemplo: glicina-
HCI, pH=2,2), resultando numa desnaturacéo do péptido alvo ou da perda da infecciosidade
do fago. Um procedimento alternativo é a infecao de bactérias, dado ser um método simples
que pode ser usado no caso de auséncia de conhecimento de um método de eluicdo
apropriada e retrata a adicdo de bactérias, como a Escherichia coli, a complexos
imobilizados (Horn, 2000).

Os fagos eluidos, ainda viaveis biologicamente, podem reinfectar uma nova Escherichia
coli no «panning» seguinte, sofrendo uma amplificacdo. No Ultimo «panning», os fagos sédo
clonados e preparados para que apenas 0s Ac’s especificos sejam apresentados
individualmente (Petrenko, 2008). Os fagos podem ser purificados por meio, por exemplo,
de uma cromatografia (Strokappe, et al., 2012).

Apbés 3 a 4 «pannings» a populacdo de fagos selecionada contém uma grande

especificidade para com o Ag de interesse.

4.5 Afinidade dos Clones obtidos

Apbés a selecdo dos clones, executam-se testes de forma a ser avaliada a reatividade
destes ao Ag alvo

Um método rapido e robusto de rastrear a afinidade e especificidade dos clones €, por
exemplo, a técnica de ELIS com Ag’'s ligados ou adsorvidos e usando os fragmentos de
Ac’s soluveis produzidos na Escherichia coli (McCaffery, Griffiths, Winter, & Chiswell,
1990).Para além da técnica de ELISA existem outras técnicas como Western Blot (WB), a
Imunofluorescéncia (IF), a Imunoprecipitacado (IP) ou a detecdo de Ags em células vivas
através da expressao intracelular.

A afinidade das ligacBes vai ser processada em aparelhos com biossensores como
«surfasse plasmon resonance» (SPR) ou «quartz cristal microbalance» (QCM) (Skerra,
Pfitzinger, & Pluckthun, 1991).
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Figura 11- Ciclo de «phage display» (a). Biblioteca de sequencias de DNA codificados para péptidos ou proteinas
(b), clonados em fagos ou no genoma de fagemideos por fusdo com uma proteina de revestimento. A biblioteca
€ exposta a moléculas alvo e fagos com especificidade apropriada sao capturados (c). Fagos nao ligantes sao
removidos por lavagens consecutivas, no entanto algumas ligacdes ndo especificas podem ocorrer (d). Os fagos
ligantes sé@o eluidos por condigbes que quebra a interagdo entre o péptido ou a proteina e o alvo (e). Fagos
eluidos séo infetados em células bacterianas hospedeiras e posteriormente amplificados (g). Esta populagéo de
fagos amplificados é, na realidade, uma segunda biblioteca. Se o passo de sele¢éo, do (c) ao (f) for repetido, a
populacdo de fagos torna-se cada vez menos diversificada, enquanto a popula¢do torna-se mais e mais
enriquecida no nimero limitado de variantes com capacidade ligante (h). (Willats, 2002)
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Capitulo 5- Vantagens/Desvantagens da Técnica «<Phag e Display»

As caracteristicas da tecnologia «phage display» permitiram competir com a tecnologia
«hybridoma display», oferecendo uma alternativa credivel para a imunizacdo. (Ponsel,
Neugebauer, Ladetzki-Baehs, & Tissot, 2011) Varias sdo as vantagens da utilizacdo deste
sistema nos fragmentos de cadeia Unica:

» A pesquisa € livre de usar o repertorio imunolégico de um animal qualquer por
imunizacdo espontanea ou apés imunizagdo (Oliveira S. R., 2007);

» Permite a selecdo de Ac’s face a uma gama ilimitada de alvos biolégicos e ndo
bioldgicos, incluindo auto-antigénios (Christ, Lee, lorno, & Sierro, 2007);

» Bom método na sele¢do de Ac’s em bibliotecas de grandes dimensdes (Oliveira S.
R., 2007);

» Consegue manter uma ligacéo fisica entre 0 Ac que esta a ser apresentado e o0 seu
DNA (Mullen, Nair, Ward, Ryroft, & Henderson, 2006);

» Tem a habilidade de identificar ligacbes entre Ac-Ag, sem que seja conhecido
previamente, o tipo de interagdo entre as 2 moléculas (Arap, 2005);

» Os fagos sdo mais estaveis e podem ser armazenados até varios anos a 4°C
(Zuhaida, et al., 2012);

» Podem ser produzidos de forma rapida e econdmica, apenas por infecdo da
Escherichia coli (Zuhaida, et al., 2012);

» Facil isolamento e expressao do gene clonado (Zuhaida, et al., 2012);

» Os genes dos fagos sao facilmente manipulaveis (Zuhaida, et al., 2012);

> E necessario apenas um par de «primers», neste processo, para todo o reportorio
dos fragmentos clonados, em virtude de estes fragmentos serem constituidos por apenas
cadeias pesadas, ao contrario do que acontece nos Ac’s convencionais (Muyldermans &
Lauwereys, 1999);

» Andlise direta dos epitopos de Ac’s (Willats, 2002);

» Todo o processo «phage display» pode ser realizado in vitro, ndo havendo
necessidade de os Ag’s alvo devem serem imunogénicos (Willats, 2002).

Todas as vantagens acima descritas apenas séo aplicadas em reportorios limitados de
Ac’s, ou seja, 10° a 10’. (Muyldermans & Lauwereys, 1999)

Tal como em todas as tecnologias moleculares, existem vantagens e desvantagens e
esta ciéncia ndo é diferente (Tabela 3). Apesar de se tratar de uma metodologia muito
vantajosa, como ja foi referenciado anteriormente, e de esta ndo necessitar de altas

tecnologias para a sua execucao, apresenta também algumas limitagcdes como:
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» Os genes dos Ac’s da espécie envolvida no estudo deve poder ser amplificado por
PCR (Oliveira S. R., 2007);

» Pode existir selecdo de Ac’s que nao reconhecam Ags com elevada afinidade
(Oliveira S. R., 2007);

» Os vérios fagos usados nesta tecnologia podem ser perdidos, se a etapa de lavagem
durante o ciclo de «phage display» for muito rigoroso;

» Uma das principais chaves da técnica phage display é a habilidade em selecionar
clones com propriedades desejadas. Uma biblioteca de tamanho insuficiente ou
inapropriado em diversidade € pouco provavel que venha a ter sucesso (Hoogenboom, et
al., 1998; Russel, Lowman, & Clackson, 2004);

» Algumas sequéncias de Ac’s podem ser refractadas, encontrarem-se sub-
representadas na biblioteca exibida, levando a que o clone principal nunca seja isolado e
assim contribuindo para uma das limitagbes desta técnica (Hoogenboom, et al., 1998;
Russel, Lowman, & Clackson, 2004);

» Sequéncias toxicas podem interferir com este método (por exemplo na Escherichia
coli) (Hoogenboom, et al., 1998; Russel, Lowman, & Clackson, 2004);

» As afinidades ou ligagbes que resultam do processo de selecdo podem néo funcionar

in vivo.

Tabela 3- Vantagens e desvantagens de métodos para o estudo de anticorpos.

Métodos Vantagens Desvantagens
Método dos Ovos ou Método » Seguranca e Eficacia bem estabelecida na » Necessidade de milhdes de ovos;
Classico (Organization, 2006) producéo de vacinas; » Selecdo de estirpes que apresentem altas taxas de
» Fabricagdo simples. crescimento em ovos;
» Cada ovo produz 2-3 doses de vacina injetavel;
» Presenca de proteinas residuais do ovo na vacina;
» Contra-indicado em pessoas alérgicas a ovos;
» Tempo de consumo de producéo.
Método de cultura de células » Tempo de consumo de produgdo de » Alta tecnologia, logo, maior investimento e por isso
(Oliveira S. R., 2007) vacinas é metade do processo do ovo vacinas mais caras;
embrionario; » Maiores custos na producéo de vacinas;
» Melhor qualidade asséptica durante o » Integridade das células;
fabrico; » Processo mais recente que o método classico, logo,
» Eliminagdo da presenca de proteinas menos dados em relagdo a seguranca e a efeitos
residuais do ovo na vacina; adversos.
» Indicado para pessoas com alergia a
vacinas feitas a partir de ovos de galinha;
» Evita a presenca de retrovirus aviario;
»  Maior capacidade de produg&o.
«Ribosomal Display» (Oliveira » Obtencdo de biblioteca de clones em > Estavel s6 sob certas condigdes (baixas temperaturas
S. R., 2007) alguns dias; e altas concentragdes de sais);
» Os anticorpos tém de adquirir a sua conformagéo
enquanto ligados aos ribossomas;
» O -ribossoma pode parar antes do final do mRNA;
» Menor biblioteca de clones que a tecnologia «phage
display».
» Como hospedeiro imunolégico, esta tecnologia esta
restrita ao rato.
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Conclusao

Este trabalho para a conclusdo de ciclo de estudos teve como principal objetivo a
abordagem do uso de Nanoanticorpos no design de vacinas através da tecnologia «phage
display», realcando os beneficios de ambos para a salde publica.

A técnica «phage display» é uma tecnologia molecular emergente com mais de duas
décadas e que, em juncdo com a nanotecnologia, nos Ultimos anos tem provado o0 seu
potencial na investigacdo cientifica. Apesar de ser um sistema promissor com diversas
vantagens face as tecnologias ja existentes, esta também apresenta limitacbes, residindo
algumas das dificuldades mais preocupantes desta técnica no sistema vector de fagos e no
hospedeiro bioldgico, por serem dois pontos fulcrais para o sucesso desta técnica.

O sistema vector de fagos é o0 mais usado em «phage display» e considerada uma
mais-valia pelas vantagens que apresenta: tém um pequeno genoma, sdo muito especificos,
ndo matam o hospedeiro durante a infe¢cdo, podem ser produzidos em grandes quantidades
em laboratdrios e, aparentemente e de forma geral, sdo inofensivos ao ser humano (Barbas
lll, Burton, Scott, & Silverman, 2001). No entanto, e contradizendo o que foi referido
anteriormente, sdo poucos os estudos que provam a eficicia e seguranca do uso de fagos
em humanos (Kaur, et al., 2012).

Outra limitagdo que os fagos colocam a esta tecnologia € o poder transferir
horizontalmente toxicidade de forma generalizada ou especifica ao hospedeiro bioldgico
usado nesta técnica, ocorrendo interferéncia com o seu modo de atuacdo (Kaur, et al.,
Immunocompatibility of Bacteriophages as Nanomedicines, 2012). Para além disso, o
hospedeiro biolégico pode criar resisténcia aos fagos.

Durante a pesquisa bibliografica foram varios os artigos que relatavam o uso de
Nanoanticorpos em diversas éareas cientificas, havendo maior incidéncia na é&rea da
medicina. Estes pequenos fragmentos representam uma nova geracao de anticorpos que
consolidam a sua elevada afinidade e especificidade com a estabilidade e facilidade de
producdo. Uma das maravilhas destes anticorpos € poderem ser administrados por outros
meios, sem ser a administracdo intravenosa (Chames, Regenmortel, Weiss, & Baty, 2009).

Os convencionais anticorpos tém uma natureza bivalente por serem constituidos por
cadeias leves e cadeias pesadas, levando a possiveis reacdes cruzadas com o alvo em
estudo, surgindo, deste modo, efeitos secundarios indesejaveis. Os Nanoanticorpos, por
outro lado, sdo de natureza monovalente, pois sdo constituidos unicamente por cadeias
pesadas, ndo se esperando tais reacdes. No entanto, sdo muitos os estudos in vitro e
poucos os estudos realizados in vivo, 0 que significa que mais pesquisas devem ser feitas

para uma melhor avaliacdo da atuagéo destes anticorpos no organismo.
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E a4 medida que as bibliotecas de anticorpos aumentam de qualidade que se tornam
possiveis hovas aplicacdes e, consequentemente, novas conquistas em diferentes campos
da medicina e da biotecnologia, sendo um dos exemplos o desenvolvimento de vacinas
mais eficazes, com maior seguranca e com uma perspectiva terapéutica mais eficiente face
a doencas cronicas que tantas pessoas afetam atualmente.

De uma forma geral, o «phage display» oferece mais vantagens face as suas
desvantagens, tendo em conta as tecnologias anteriormente usadas, podendo estas
limitacbes ser superadas futuramente. Quanto a esta nova geracdo de anticorpos, sado
multiplas as suas possiveis aplicacdes, devendo por isso serem alvo de maior aten¢ao por
parte da industria e do @mbito cientifico. Apesar de os Nanoanticorpos estarem a ser alvo de
varias pesquisas na atualidade, continuam a ser negligenciados, tendo em conta o que ja foi
alcancado com o uso destes pequenos fragmentos.

Em termos de perspectivas futuras, seria relevante avaliar a longo prazo a seguranga e
eficicia dos fagos na tecnologia «phage display» e ultrapassar a barreira das pesquisas in
vitro com Nanoanticorpos, para que, desta maneira, seja obtida uma possivel vacina ainda
ndo conseguida para o combate a determinados virus infeciosos, assim como uma melhoria
dos efeitos adversos de vacinas hoje em dia ja produzidas face a tantas patologias cronicas,

como a esclerose mdltipla.
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