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Resumo 

 

Atualmente no Brasil ocorrem cerca de 20.000 acidentes ofídicos anuais, sendo 90% 

deles causados por serpentes do gênero Bothrops. A soroterapia ainda é o tratamento mais 

comum para acidentes com animais peçonhentos, apesar da toxicidade gerada pela 

utilização de anticorpos eqüinos. Esse tratamento pode induzir inflamação, falência renal e 

até choque anafilático. Entretanto atualmente vários estudos vêm sendo desenvolvidos no 

intuito de minimizar esses efeitos colaterais, incluindo o desenvolvimento de anticorpos 

mais específicos e menos imunogênicos, que poderiam substituir ou até mesmo atuar em 

conjunto com a soroterapia convencional.        

A fosfolipase A2 (PLA2) é o principal antígeno encontrado no veneno da serpente 

Bothrops atrox e é o responsável pela miotoxicidade, inflamação e necrose. Anticorpos 

monoclonais (mAbs) contra esse antígeno foram produzidos em camundongos e se 

mostraram capazes de neutralizar eficientemente a atividade miotóxica dessa PLA2 

(Kanashiro et al., 2002). O objetivo desse trabalho foi então humanizar o anticorpo anti-

PLA2 A85/9-4 produzido por Kanashiro e colaboradores (2002), visando o seu uso clínico 

no tratamento de envenenamentos com essa serpente.  

Inicialmente os genes codificadores das cadeias variáveis leve e pesada do mAb 

foram seqüenciadas a partir da clonagem do cDNA de imunoglobulina vindo do hibridoma. 

Para humanizar esse anticorpo as regiões determinantes de complementaridade (CDRs) 

murinas foram transferidas para arcabouços humanos germinais escolhidos em bancos de 

dados devido a sua alta similaridade com as seqüências murinas. A porção variável (Fv) 

humanizada proposta tem apenas 16 resíduos de aminoácidos não-humanos na cadeia leve e 

9 na cadeia pesada. As seqüências codificadoras das porções variáveis foram sintetizadas e 

clonadas na forma de scFv (fragmento variável de cadeia única) em vetor de expressão em 

Pichia pastoris. Entretanto, durante a expressão do scFv verificou-se a formação de 

agregados no sobrenadante de cultura, dificultando sua purificação e comprometendo o 

rendimento. Para diminuir essa agregação as porções variáveis do anti-PLA2 foram então 

clonadas e expressas na forma de FvFc o que tornou possível a purificação e a realização 

dos testes de afinidade do anticorpo humanizado. O fragmento FvFc recombinante se 



 xx

mostrou capaz de reconhecer tanto o extrato bruto da peçonha quanto a fosfolipase 

purificada, além de ter sua ligação inibida pela presença do mAb original. 

Os testes in vitro sugerem que os FvFcs humanizados possam apresentar 

desempenho similar ao mAb em futuros testes de neutralização in vivo. 
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Abstract 

 

Nowadays in Brazil there are about 20000 snake accidents annualy and 90% of 

them are with the Bothrops species. The serotherapy is the commonest treatment to animal 

poison accidents, despite of the toxicity triggered by equine antibody utilization. This 

conduct can induce inflammation, kidney failure and anaphylactic shock. Nowadays several 

studies have been developed to minimize these collateral effects included the developing of 

more especific and less immunogenic antibodies that could be used to substitute the 

conventional serotheraphy or in association with this treatment.      

The Phospholipase A2 (PLA2) is the principal antigen found in the Bothrops atrox 

venom and causes miotoxicity, inflammation and necrosis. Monoclonal antibodies (mAbs) 

against this antigen were produced in mice and were able to neutralize the miotoxic activity 

of PLA2 efficiently (Kanashiro et al., 2002). The objective of this work was to develop a 

humanized form of the antibody anti-PLA2 A85/9-4 produced by Kanashiro et al (2002), 

aiming its clinical use for snake poisoning treatment.  

Initially the light and heavy chains of the mAb were determined by cloning Ig 

cDNA from mAb´s hybridoma. To humanize this antibody, the light and heavy chain’s 

CDRs of the murine mAb were transferred to a human framework, chose on the database of 

human germline V genes because their high similarity with the murine sequences. The 

proposed Fv has 16 non-human residues in the light chain and 9 in the heavy chain. The 

sequences of the variables regions were synthesized and initialy cloned as a scFv (single 

chain variable fragment) in expression vector for Pichia pastoris heterologous expressions. 

But during the expression this form induced agregation and couldn’t be purified. To 

minimize this agregation the variable regions of the anti-PLA2 were cloned as a FvFc 

fragment and in this form was possible the purification and tests of afinity of the humanized 

form. The recombinant FvFc antibody fragment was able to recognize the total venom and 

the purified PLA2. And was inhibit by the original mAb.  

The results of the in vitro tests suggest that the humanized FvFcs can be similar 

results of the original mAb in in vivo neutralization tests. 
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1 – Introdução 

 

1.1 – Acidentes ofídicos no Brasil 

 

Os acidentes com serpentes peçonhentas - acidentes ofídicos - são muito freqüentes no 

Brasil e demais países tropicais (Bochner & Struchiner, 2003). Vital Brazil foi o primeiro a 

discutir a epidemiologia dos acidentes ofídicos no Brasil, no início do século XX. Segundo 

dados daquela época ocorriam anualmente cerca de 4.800 mortes anuais causadas por 

acidentes ofídicos, que se deviam principalmente à falta de conhecimento da população em 

relação à prevenção aos acidentes e ao tratamento pós-mordida (Brazil, 1911).  

Até mais da metade do século XX todos os dados estatísticos e epidemiológicos sobre 

esses acidentes no Brasil eram baseados apenas nos “boletins de observação de 

envenenamentos por mordidas de serpentes”, os quais eram enviados voluntariamente pelos 

pacientes tratados com antivenenos no Instituto Butantan em São Paulo e no Instituto Vital 

Brazil no Rio de Janeiro (revisado por Bochner & Struchiner, 2003). Apenas em 1986 o 

Ministério da Saúde criou o “Programa Nacional de Controle de Acidentes por Animais 

Peçonhentos”, que passou a organizar a produção e distribuição dos antivenenos e a catalogar 

esses acidentes (Brasil, 1987). 

Atualmente, segundo dados do Ministério da Saúde, no Brasil ocorrem entre 19 e 22 

mil acidentes ofídicos por ano (Brasil, 2001). Sendo que esse dado ainda é subestimado, pois 

corresponde apenas aos casos que chegam a serem notificados. Segundo o SINAN, Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação, órgão também do Ministério da Saúde, esse número 

está crescendo: em 2001 foram 18.895 casos, contra 28.648 em 2005, o que representa um 

aumento de 51%, que se deve, principalmente, a expansão da zona urbana e conseqüente 

invasão do habitat das serpentes (Tatsch, 2006). 

As vítimas mais freqüentes desses acidentes são homens entre 20 e 30 anos, em geral 

trabalhadores rurais, os quais muitas vezes não possuem equipamentos de proteção adequados, 

como luvas e botas (Silva et al., 2003). Oitenta por cento das picadas ocorrem nos pés e 

pernas, 19% nas mãos e antebraços e 1% em diferentes localidades do corpo (Fundacentro, 

2001). 
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1.1.1 – Os acidentes com o gênero Bothrops 

 

De acordo com dados do Ministério da Saúde, dentre os casos de acidentes ofídicos 

16,3% não possuem identificação da serpente (Medeiros et al., 2000). Entretanto, dentre os 

casos em que a serpente é informada, o gênero Bothrops é o responsável por 90,5% das 

notificações. Portanto, são registrados anualmente 17.000 acidentes botrópicos com letalidade 

em torno de 0,6% dos casos tratados (Brasil, 2001) (Figura 1).  

 

           

Figura 1. Distribuição dos acidentes ofídicos segundo o gênero da serpente peçonhenta 
no Brasil. Bothrops – jararacas, Crotalus – cascavéis, Lachesis – surucucus e Micrurus – 
corais. Dados do Ministério da Saúde. (adaptada de Brasil, 2001). 

 

O quadro clínico característico dos acidentes botrópicos é caracterizado por dor, 

hemorragia e processo inflamatório agudo no local da mordida, incoagulabilidade sanguínea, 

gengivorragia, equimoses e hematúria. Esse quadro quando agravado pode levar à necrose e 

amputação do membro onde ocorreu a mordida e também à hemorragia intensa e insuficiência 

renal, responsáveis pela morte da vítima, quando ocorre (Medeiros et al., 2000). 

De acordo com os acidentes catalogados apesar de o veneno crotálico ser o que 

apresenta maior letalidade (por levar à insuficiência renal mais rapidamente) o veneno 

botrópico é o que leva ao maior número de necroses e amputações (Ribeiro & Jorge, 1997 e 

Pinho et al., 2004).  
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1.2 – O veneno de Bothrops atrox 

 

Dentre as espécies de serpentes do gênero Bothrops encontradas no Brasil está a 

Bothrops atrox. Sua localização geográfica abrange toda a região amazônica brasileira (Pardal 

et al., 2004) (Figura 2). 

 

              

Figura 2. Foto de uma serpente da espécie Bothrops atrox e sua distribuição pelo 
território nacional.  A B. atrox é encontrada principalmente na região norte do Brasil e é 
popularmente conhecida como jararaca ou jararaca-do-norte (adaptada de Medeiros et al. 
2000). 

 

O veneno de Bothrops atrox é caracterizado por uma intensa atividade proteolítica 

oriunda de seus componentes, que abrange proteinases e fosfolipases (Guércio et al., 2006). 

Essa característica já havia sido descrita desde o início do século XX por Vital Brazil por ser 

responsável pela intensa necrose observada nos casos de envenenamento por essa serpente, 

que na época era nomeada Lachesis atrox (Brazil, 1911).  

Dentre os componentes do veneno das serpentes do gênero Bothrops existem três tipos 

de enzimas as quais participam na fisiopatologia do envenenamento causado por essas 

serpentes, as serino-proteinases, as metalo-proteinases e as fosfolipases A2. As serino-

proteinases agem sobre o sistema de coagulação sangüínea e são responsáveis pela 

hemorragia, as metalo-proteinases Zn-dependentes (SVMPs) também produzem hemorragia e 

as fosfolipases A2 (PLA2) agem na membrana celular induzindo miotoxicidade (Tamarozzi et 

al., 2006). As SVMPs e as PLA2 são também potentes indutores da inflamação e necrose 

tecidual típica dos envenenamentos botrópicos (Arocha-Pinango et al., 2000).   

 



 4 

1.2.1 - A fosfolipase A2 (PLA2) 

 

As PLA2 encontradas nos venenos de serpentes são potentes miotoxinas que têm como 

função auxiliar na digestão da presa. Além do veneno de serpentes muitos outros venenos 

animais contêm miotoxinas, como os de abelhas e escorpiões (Lomonte et al., 2003). Mais de 

150 PLA2 já foram caracterizadas em venenos animais (Valentin & Lambeau, 2000). 

Nos venenos das serpentes do gênero Bothrops as miotoxinas são quantitativamente os 

mais importantes componentes, o que caracteriza seu intenso poder necrosante. Várias delas 

vêm sendo isoladas e caracterizadas nas últimas décadas e todas pertencem ao grupo das 

fosfolipases A2 (Gutiérrez & Lomonte, 1995).  

Os efeitos da injeção intramuscular da PLA2 botrópica são uma série de rápidos e 

drásticos eventos degenerativos iniciados em nível de membrana celular que culminam com a 

desorganização das miofibrilas, digestão dos miofilamentos, condensação da cromatina e, por 

fim, necrose do músculo esquelético (Zamunér et al., 2004). Em casos severos esses efeitos 

locais podem levar a perda permanente de tecido e amputação (Rucavado & Lomonte, 1996). 

As PLA2 encontradas nos venenos botrópicos se dividem em dois grupos, um que 

apresenta o aminoácido lisina na posição 49 da proteína (K49-PLA2) e outro que apresenta um 

ácido aspártico nessa posição (D49-PLA2). Ambas são responsáveis pelo efeito necrosante, 

entretanto atuando por diferentes mecanismos (Kanashiro et al., 2002 e Zuliani et al., 2005) e 

todas apresentam similaridade significativa, com poucas variações de resíduos de aminoácidos 

entre as diferentes espécies, como pode ser observado na Figura 3. 

As D49-PLA2 são responsáveis por catalisar a hidrólise da ponte éster na região sn-2 

dos glicerofosfolípideos desestabilizando assim a membrana celular. As K49-PLA2 não 

apresentam essa atividade, pois não apresentam o ácido aspártico 49, sítio de ligação ao 

cálcio, que é cofator dessa atividade catalítica (Lomonte et al., 2003). O sítio catalítico das 

K49-PLA2 é formado por uma combinação de resíduos de aminoácidos básicos e 

hidrofóbicos, sendo a própria lisina 49 um desses aminoácidos, próximos à região C-terminal 

da proteína que interagem eletrostaticamente e penetram na bicamada da membrana celular. 

Esses eventos levam a uma desestabilização da membrana e perda da permeabilidade seletiva 

a íons como o cálcio. Esse desbalanço iônico é um importante mediador da necrose muscular 
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observada cerca de 3 horas após a injeção do veneno (Lomonte et al., 2003 e Gutiérrez & 

Lomonte, 2005).  

 

 

Figura 3. Alinhamento dos resíduos de aminoácidos N-terminais de PLA2 encontradas 
em venenos de algumas serpentes do gênero Bothrops. P1, A e B – K49-PLA2. P3, C, D 
e E – D49-PLA2. P1: K49-PLA2 de B. atrox; P3: D49-PLA2 de B. atrox; A: miotoxina II de 
B. asper; B: PLA2 de B. atrox; C: PLA2 de Vipera ammodytes meridionalis; D: PLA2 de B. 
jararacussu; e E: PLA2 de B. jararaca. Resíduos não-idênticos entre as seqüências são 
mostrados destacados. Setas: resíduos presentes na posição 49 que diferenciam os dois 
tipos de PLA2. (Adaptada de Kanashiro et al., 2002).  

 

 

1.3 – A soroterapia e a busca por novos tratamentos 

 

Apesar do alto número de registros de acidentes ofídicos, que ocorre não só no Brasil, 

e de uma enorme quantidade de informações acerca da natureza dos venenos animais terem 

sido relatadas na literatura científica nas últimas décadas, não foram adicionadas novidades na 

terapia dos envenenamentos por toxinas animais. O único tratamento existente, desde as 

últimas décadas do século XIX, ainda é a soroterapia (Rucavado & Lomonte, 1996). 

A soroterapia consiste em injetar no paciente um soro antiveneno composto por 

anticorpos, ou fragmentos de anticorpos policlonais produzidos principalmente em eqüinos 

(Rucavado & Lomonte, 1996). Entretanto, por esses antivenenos comerciais serem produzidos 

      B. jararacussu 

K49-PLA2 B. atrox 

D49-PLA2 B. atrox 

               B. atrox 

         B. jararaca 

               B. asper 

        V. ammodytes 
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contra uma mistura dos venenos de serpentes do mesmo gênero (Ex: soro botrópico, soro 

crotálico), eles normalmente não são capazes de neutralizar todas as atividades antigênicas dos 

venenos, podendo inclusive não ter nenhum tipo de neutralização dependendo da espécie 

(Zamunér et al., 2004 e Silva et al., 2007).  

Foi observado, por exemplo, que a atividade mionecrosante do veneno de Bothrops 

jararacussu não apresenta neutralização pelo soro anti-botrópico comercial brasileiro 

produzido pelo Instituto Vital Brasil (Zamunér et al., 2004). Esse soro anti-botrópico é feito 

com uma mistura de venenos do gênero Bothrops, sendo que nessa mistura não está o veneno 

de B. atrox, que apresenta 56% de neutralização da atividade mionecrosante por esse soro 

(Pardal et al., 2004).  

Mas o maior problema do tratamento soroterápico tradicional é que, por apresentar 

grande quantidade de substâncias heterólogas ao paciente, como os próprios anticorpos 

eqüinos, e devido à necessidade de se aplicar várias doses repetidas, esse tratamento pode 

gerar respostas imunológicas adversas (Tamarozzi et al., 2006). A freqüência relatada dessas 

respostas é muito variável, de 4,6% até 87,2%, e variam desde respostas leves como urticária, 

tremores, tosse, náuseas, dor abdominal, prurido e rubor facial, até respostas graves, mais 

raramente, semelhantes à reação anafilática ou anafilactóide, com arritmias cardíacas, 

hipotensão arterial, insuficiência renal e choque e/ou quadro obstrutivo das vias respiratórias 

(Brasil, 2001).  

  Devido as graves conseqüências que podem ser causadas pelos acidentes ofídicos e as 

reações causadas pelo tratamento soroterápico tradicional, vêm se aumentando as buscas por 

tratamentos alternativos mais efetivos, como por exemplo, o uso de inibidores naturais de 

origem animal e vegetal.  

Dentre esses inibidores estão alguns polissacarídeos aniônicos como a heparina, que já 

demonstrou ser um inibidor da atividade catalítica da PLA2 de B. jararacussu (Melo et al., 

1993) e de B. asper (Lomonte et al., 1994); alguns polissacarídeos sulfatados como o 

fucoidan, que se mostrou capaz de neutralizar os efeitos citotóxico e miotóxico da PLA2 de 

vários venenos crotálicos por se ligar à região C-terminal da proteína, citada anteriormente 

como responsável pela interação e desestabilização da membrana plasmática (Lomonte & 

Angulo, 2003); e alguns peptídeos inibitórios encontrados nas próprias serpentes, como o 

AnMIP isolado recentemente do plasma de Atropoides nummifer da América Central, que se 
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mostrou capaz de inibir não só a PLA2 isolada da própria A. nummifer como também de B. 

asper (Quirós et al., 2007). 

Dentre esses novos tratamentos propostos está também o uso de anticorpos específicos 

para as enzimas responsáveis pelas ações fisiopatológicas do veneno (como a PLA2) e menos 

imunogênicos ao paciente, como os anticorpos monoclonais (mAbs), anticorpos específicos 

produzidos por um único clone de células B. Essas imunoglobulinas vêm se mostrando tão 

eficazes na neutralização dos efeitos do envenenamento quanto os soros policlonais presentes 

nos antivenenos (Gutiérrez & Lomonte, 1995, Tamarozzi et al., 2006), uma vez que se 

mostraram capazes de neutralizar alguns dos seus efeitos como a atividade miotóxica da 

própria PLA2 em mais de 80%, em experimentos realizados em camundongos (Gutiérrez & 

Lomonte, 1995, Kanashiro et al., 2002). 

Sabendo disso, após a caracterização de dois tipos de PLA2 do veneno de B. atrox, 

uma pertencente as K49-PLA2 e outra as D49-PLA2, Kanashiro e colaboradores, 2002, 

conseguiram produzir dois anticorpos monoclonais, 12DG6 e A85/9-4, desenvolvidos contra 

essas enzimas capazes de inibir a atividade miotóxica, porém não a edematogênica, quando as 

fosfolipases eram pré-incubadas com os mAbs e injetadas em camundongos. 

 

1.4 – Imunoglobulinas 

 

O que se busca ao se utilizar os soros de animais imunizados com peçonhas de 

serpentes para o tratamento de acidentes ofídicos é a obtenção de anticorpos que neutralizem a 

atividade desses venenos. Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) são glicoproteínas que têm a 

capacidade de se ligar a antígenos especificamente e recrutar sistemas efetores para eliminá-

los. A classe mais comum e abundante de imunoglobulina é a IgG, sendo, inclusive, 

predominante entre os anticorpos de uso terapêutico (Kim et al., 2005).  

Cada IgG é formada por duas cadeias leves e por duas cadeias pesadas idênticas entre 

si. Cada cadeia leve é composta de um domínio variável (VL) e um constante (CL), e cada 

cadeia pesada é composta de um domínio variável (VH) e três constantes (CH1, CH2 e CH3). 

Dentro de cada VH e VL são encontradas três alças, chamadas regiões determinantes de 

complementaridade, as CDRs  1, 2 e 3, que juntas formam os sítios de ligação ao antígeno, o 

paratopo. Este corresponde a uma superfície complementar ao epitopo (região que é 
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reconhecida no antígeno) e define sua especificidade (Abbas et al., 2000) (Figura 4). A 

localização das CDRs é bem definida e conservada podendo ser identificadas pela numeração 

dos resíduos de aminoácidos das seqüências de VH e VL segundo Kabat et al., 1991. 

 

                                 

Figura 4. Representação esquemática de uma IgG. Em verde, domínios constantes da 
cadeia pesada. Em vermelho, domínios constantes da cadeia leve. Em azul, domínio 
variável da cadeia pesada (VH). Em rosa, domínio variável da cadeia leve (VL). Linhas 
amarelas, CDRs – regiões determinantes de complementaridade. Fv – fragmento variável, 
Fc – fragmento cristalizável e Fab – fragmento oriundo da digestão com papaína (adaptado 
de Maranhão & Brígido, 2001). 

 

Desde o estabelecimento da técnica de produção de hibridomas para a obtenção de 

anticorpos monoclonais, em 1975, e da aprovação pela FDA – Food and Drug Administration 

- do primeiro mAb (o anti-CD3 OKT3 usado para redução de rejeição a transplantes) em 

1986, a busca pelo uso de mAbs na terapia vem crescendo exponencialmente. Graças às 

inovações tecnológicas e ao desenvolvimento de anticorpos engenheirados para a terapia essa 

área representa uma das áreas de maior crescimento na indústria farmacêutica atual, com 19 

deles já em uso clínico e mais de 150 em fases de teste, movimentando um mercado de mais 

de 30 bilhões de dólares anuais (Kim et al., 2005).   

Porém, apesar do uso de anticorpos monoclonais para fins terapêuticos ter um grande 

potencial, esses tipo de tratamento possui uma duração limitada, pois como são de origem 

murina, ou seja, produzidos a partir de hibridomas vindos de esplenócitos de camundongos, os 

mAbs são imunogênicos, isto é, provocam uma resposta humoral no organismo do paciente, 

conhecida como a resposta HAMA (Human Anti-Mouse Antibody) (Isaacs et al.,1992). Em 
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testes realizados foi verificado que a resposta HAMA ocorre em mais de 80% dos pacientes 

(Hwang & Foote, 2005). Como conseqüência dessa resposta os mAbs são rapidamente 

eliminados do corpo do paciente além de levar a uma resistência à terapia, que pode ocorrer 

por eliminação desses anticorpos ou sua neutralização (Tsurushita et al., 2005). 

Desde a década de 1980 vários estudos vêm sendo feitos com o objetivo de se reduzir a 

imunogenicidade dos mAbs. Esses estudos são baseados na tentativa de se humanizar esses 

anticorpos, ou seja, por meio de manipulações genéticas, trocar o máximo possível de resíduos 

murinos para resíduos humanos (Kashmiri et al., 2005). 

 

1.4.1 – Humanização de anticorpos 

  

A humanização de anticorpos de interesse clínico visa à produção de anticorpos 

recombinantes derivados de anticorpos monoclonais murinos com uso potencial na clínica 

médica. Busca-se deste modo produzir biofármacos com imunogenicidade reduzida e com 

uma ação efetora melhor. A estratégia de trabalho envolve a substituição progressiva das 

seqüências murinas por seqüências homólogas humanas, visando obter moléculas com o 

maior número possível de resíduos humanos enquanto se preserva a atividade ligante 

(Morrison et al., 1984). 

Inicialmente os anticorpos humanizados consistiam em moléculas quiméricas, com as 

regiões constantes (responsáveis pelas atividades efetoras) de imunoglobulinas humanas 

fusionadas às regiões variáveis (responsáveis pela interação com o antígeno) dos anticorpos 

murinos produzidos pelo hibridoma (Morrison et al., 1984) (Figura 5). Sendo os dois 

anticorpos recombinantes mais vendidos atualmente dois anticorpos quiméricos: o anti-TNFα 

Remicade®, Centocor, e o anti-CD20 Rituximab®, IDEC, que juntos movimentam um 

mercado de mais de 3 bilhões de dólares anuais (Walsh, 2005). Entretanto, apesar de serem 

menos imunogênicos que os anticorpos murinos, esses anticorpos quiméricos ainda provocam 

uma resposta em 40% dos pacientes conhecida como resposta HACA (Human Anti-Chimeric 

Antibody) (Hwang & Foote, 2005). 

Atualmente, entretanto, trabalha-se com um nível ainda maior de humanização dos 

anticorpos por meio da técnica de CDR-grafting, ou humanização por transplante de CDR. A 

técnica de CDR-grafting consiste na transferência das CDRs, presentes nas cadeias variáveis 
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leve (VL) e pesada (VH), de um anticorpo murino para um arcabouço humano mais similar ao 

murino (Caldas et al., 2000) (Figura 5). 

 

          

Figura 5. Representação esquemática das técnicas de humanização de anticorpos. Em 
verde, o anticorpo monoclonal murino. A molécula quimera originada da fusão das cadeias 
variáveis leve e pesada murinas com os domínios constantes humanos (em laranja). E o 
anticorpo humanizado pelo transplante das CDR murinas (linhas verdes) transferidas para 
arcabouços variáveis humanos, em amarelo (Maranhão & Brígido, 2001). 

 

 O primeiro anticorpo humanizado pela técnica de transplante de CDR foi aprovado 

para uso clínico em 1997 (o anti-IL2R Zenapax®, PDL) e desde então várias humanizações 

vem sendo realizadas com muitos anticorpos humanizados em fase de testes clínicos e alguns 

já aprovados para uso na terapia (Kim et al., 2005). Já foi demonstrado que esses anticorpos 

humanizados permanecem mais tempo no organismo do paciente, demoram mais tempo a 

induzir uma resistência à terapia e provocam uma resposta, conhecida como resposta HAHA – 

Human Anti-Humanized Antibody – em apenas 9% dos pacientes (Hwang & Foote, 2005). 

A humanização por transplante de CDR ainda é a técnica mais utilizada atualmente, 

entretanto é discutida a necessidade de se manter alguns resíduos de aminoácidos murinos nos 

arcabouços humanos, resíduos considerados importantes para a manutenção da estrutura das 

CDRs murinas transplantadas para os arcabouços humanos (Tsurushita et al., 2005). 

Anticorpo Monoclonal
Murino
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por Transplante de CDR

Quimera

Anticorpo Monoclonal
Murino
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Entretanto, outras técnicas de humanização vêm sendo desenvolvidas, todas com o objetivo de 

reduzir ao mínimo possível o número de resíduos murinos no anticorpo humanizado.  

Dentre essas técnicas podem ser citadas, por exemplo, a escolha dos arcabouços 

humanos germinais que receberão as CDRs murinas pela similaridade entre as estruturas 

tridimensionais das CDRs murinas e as CDRs humanas do anticorpo humano germinal 

escolhido, desenvolvida com sucesso para o anticorpo anti-lisozima D1.3., por Hwang e 

colaboradores, 2005. Ou a análise dos resíduos de aminoácidos cruciais para a ligação do 

anticorpo murino ao antígeno e transferência apenas desses resíduos para o anticorpo humano 

germinal, e não das CDRs inteiras, realizada com sucesso para um anticorpo que reconhece a 

glicoproteína associada a tumor TAG-72, por Kashmiri e colaboradores, 2005. Ou ainda a 

busca do melhor arcabouço humano fusionando as CDRs murinas a uma mistura de 

arcabouços germinais humanos e realizando um shuffling ou varredura daqueles que 

mantiveram a melhor afinidade de ligação ao antígeno, também realizada com sucesso para 

uma anticorpo anti-EphA2 (receptor de tirosina quinase humano super expresso em muitos 

cânceres), por Dall’Acqua e colaboradores, 2005. 

 

1.5 – Expressão heteróloga de anticorpos e fragmentos de anticorpos 

 

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante e das técnicas de produção de 

proteínas heterólogas em microorganismos vem possibilitando vários avanços na produção de 

anticorpos (Maranhão & Brígido, 2001). Inicialmente os anticorpos aprovados para uso 

clínico eram anticorpos inteiros e produzidos em células de mamífero, entretanto, atualmente 

a produção de anticorpos de interesse clínico na forma de fragmentos vem aumentando, no 

intuito de facilitar sua produção em microorganismos (como a bactéria Escherichia coli e em 

leveduras como a Pichia pastoris) e aumentar a taxa de produção (Chapman et al., 1999).  

A expressão de um anticorpo de interesse na forma de fragmentos depende da função 

que se quer obter desse anticorpo. Caso seja necessária a função efetora do anticorpo na 

terapia é preciso se manter a região Fc (como o FvFc). O Fc é responsável pelas atividades 

efetoras dos anticorpos, ou seja, é a região que é reconhecida pelos demais componentes do 

sistema imune levando à respostas como a citotoxidade celular dependente de anticorpos 

(ADCC) e a citotoxidade dependente do sistema complemento (CDC) (Abbas et al., 2000). 
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Já em outros casos outros fragmentos que mantêm a ligação ao antígeno, mas não 

possuem o Fc (como o Fab e o scFv), podem ser usados, por exemplo, para diagnósticos, 

delivery de drogas, quando se busca apenas a formação de imunocomplexos, quando se deseja 

uma eliminação rápida desses fragmentos do organismo ou quando não se deseja as respostas 

efetoras oriundas da região Fc (revisado por Holliger & Hudson, 2005 e por Chowdhury & 

Wu, 2005) (Figura 6). 

 

               

 

Figura 6. Representação esquemática de alguns fragmentos de anticorpos. 
Comparação entre uma IgG inteira (a) o fragmento FvFc, que apresenta a região Fc e duas 
porções variáveis (b), e o fragmento variável de cadeia única, scFv (c). Em verde, regiões 
constantes da cadeia pesada; em vermelho, regiões constantes da cadeia leve; em rosa, 
regiões variáveis da cadeia leve (VL); em azul, regiões variáveis da cadeia pesada. Linhas 
amarelas, CDRs – regiões determinantes de complementaridade. Linha vermelha – 
peptídeo conector. Fv – fragmento variável, Fc – fragmento cristalizável e Fab – fragmento 
oriundo da digestão com papaína (adaptado de Maranhão e Brígido, 2001). 

 

Vários fragmentos de anticorpos, principalmente scFvs, já foram expressos em E. coli, 

entretanto, como na maioria das vezes esse fragmento fica retido no periplasma da bactéria a 

taxa de produção final do scFv purificado é baixa, em geral em torno de microgramas de 

proteína por litro de cultura, dificilmente ultrapassando 2 mg/L (Freyre et al., 2000 e 

Damasceno et al., 2004). Por isso, atualmente busca-se a produção desses fragmentos em 

outros microorganismos, como as leveduras Saccharoyices cerevisiae e Pichia pastoris.  

Estas leveduras vêm demonstrando altos níveis de expressão de fragmentos como o 

scFv, chegando a atingir taxas de produção de gramas de proteína final purificada por litro de 

(a) (b) (c) 
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cultura, como a expressão de 1,2 g/L de um scFv anti-antígeno carcinoembriônico realizada 

por Freyre e colaboradores, 2000, ou a expressão de 4 g/L de um scFv humanizado anti-A33 

(glicoproteína expressa em câncer de cólon) conseguida por Damasceno e colaboradores, 

2004. 

 

1.5.1 – Expressão heteróloga em Pichia pastoris 

 

Durante as duas últimas décadas, a levedura metilotrófica Pichia pastoris tem se 

mostrado um modelo de sucesso de produção de proteínas heterólogas e é o sistema de 

expressão que tem se mostrado mais eficiente para a produção de fragmentos de anticorpos 

funcionais. Isso se deve à simplicidade das técnicas de manipulação genética dessa levedura, à 

sua capacidade de produção e secreção de altos níveis de proteínas heterólogas e a sua 

capacidade de realizar várias modificações pós-traducionais eucarióticas, como glicosilação, 

formação de pontes dissulfeto e processamento proteolítico (Cereghino & Cregg, 2000).  

Em relação a outras leveduras utilizadas para a expressão de genes, como 

Saccharomyces cerevisiae, a P. pastoris tem a vantagem de não realizar a hiperglicosilação da 

proteína secretada, como acontece na primeira, fato que poderia tornar a proteína mais 

imunogênica em humanos e/ou interferir no enovelamento da mesma, tornando-a 

biologicamente inapta (Cregg, 1999). A expectativa de sua utilização para produção de 

biofármacos cresce com o desenvolvimento de linhagens modificadas para reproduzir padrões 

de glicosilação humanos (Li et al., 2006). 

Uma outra vantagem da utilização desse modelo de produção é a possibilidade de se 

utilizar metanol como indutor da expressão da proteína heteróloga. Isso se deve ao fato de 

que, por ser uma levedura metilotrófica, a P. pastoris pode usar o metanol como única fonte 

de carbono e energia reduzindo os custos da produção heteróloga. Para isso a enzima álcool 

oxidade (AOX), catalisadora da primeira reação de metabolização de metanol na presença de 

oxigênio, deve ser expressa em altos níveis, pois apresenta baixa afinidade por oxigênio. Isso 

faz com que a AOX possa representar 30% das proteínas totais celulares neste momento. E, 

portanto a utilização do promotor da AOX é um dos grandes responsáveis pelos altos níveis de 

produção das proteínas heterólogas (Cereghino & Cregg, 2000).  
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Além disso, diversas proteínas heterólogas, incluindo fragmentos de anticorpos têm 

sido expressos na forma extracelular com sucesso nessa levedura, chegando a atingir um nível 

de produção de 25 mg/L em culturas em frasco de 1L (Shi et al., 2003) e até mesmo 1,2 e 4 

g/L em bioreatores, como citado anteriormente (Freyre et al., 2000 e Damasceno et al., 2004).  

Essa produção extracelular ainda tem como vantagem facilitar os métodos de purificação. 

Alguns fragmentos de anticorpos já foram produzidos extracelularmente em Pichia 

pastoris pelo grupo de Imunologia Molecular da Universidade de Brasília, como o scFv anti-

CD18 (Caldas et al., 2003), o scFv anti-CD3 (Costa, 2004) e o Fab anti-Z-DNA (Burtet, 

2006). Todos utilizando vetores de expressão desenvolvidos e melhorados pelo grupo e 

expressos com rendimento de 2 a 100mg/L nas fermentações em frasco.  

 

1.6 – A humanização do anticorpo anti-PLA2 de Bothrops atrox 

 

 A técnica de humanização realizada no presente trabalho foi por meio de transplante de 

CDR (Figura 5). Os fragmentos VH e VL do anticorpo monoclonal murino produzido por 

Kanashiro e colaboradores (2002), foram isolados por RT PCR, usando o RNA total extraído 

do hibridoma como molde, para a produção do DNA complementar (cDNA). Esse cDNA foi 

então utilizado numa reação de PCR com iniciadores específicos para amplificação de VH e 

VL do mAb anti-PLA2, descritos em Caldas, 1999. Os fragmentos VH e VL obtidos nessas 

PCRs foram posteriormente clonados em pGEM-T EASY, conforme instruções do fabricante 

(Promega), e seqüenciados pelo método do dideóxido utilizando o seqüenciador automático 

MegaBace (GE Healthcare®). Essa parte do trabalho foi realizada anteriormente ao início do 

mestrado. 

Para a expressão dos fragmentos anti-PLA2 murinos e humanizados foi utilizado o 

vetor de expressão extracelular em P. pastoris pPIg LE scFv (Figura 7), que no caso dos 

FvFcs teve a região da proteína A trocada pelo CH2-CH3 humano. Esse vetor é uma versão 

adaptada do vetor comercial pPIc 9 (Invitrogen®) que foi modificado inicialmente por 

Andrade e colaboradores (2000) acrescentando-se sítios de clonagens e a própria seqüência da 

proteína A, com o objetivo de torná-lo ideal para a expressão de scFvs recombinantes. O vetor 

construído por Andrade e colaboradores (2000), chamado de pPIg 16, foi novamente 
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melhorado por Luana Quilici, em seu projeto de PIBIC (2005), por meio da retirada de sítios 

de restrição indesejáveis e adição de um oligonucleotídeo sintético chamado Oligo E.  

O Oligo E trata-se de um pequeno seguimento de DNA (5’-

TCGAAAAAAGAGAGGCTGAAGCCGAGCTCGCCCGG-3’) que foi inserido no 

plasmídio entre a região final do peptídeo sinal e início do scFv. A inserção desse oligo teve 

como objetivo eliminar um sítio indesejado de Xho I, inserir um novo sítio de clonagem de 

Sac II e trocar o primeiro aminoácido existente após o sítio de clivagem da peptidase de uma 

lisina para um ácido glutâmico, por isso o nome Oligo E. A troca desse resíduo foi feita 

devido a observação de que nas seqüências de anticorpos depositadas em bancos de dados o 

ácido glutâmico é o aminoácido mais comumente encontrado nessa região dos anticorpos, e 

teve como objetivo aumentar a meia-vida do fragmento de anticorpo, melhorando assim a 

eficiência do sistema de expressão.  

 

 

 

Figura 7. Representação esquemática do vetor de expressão em Pichia pastoris pPIg 
LE scFv. Mostrando a região promotora e terminadora do gene AOX1, a origem de 
replicação bacteriana, a marca de seleção auxotrófica His4, o Oligo E, o peptídeo sinal para 
secreção (laranja) e o cassete de expressão com os sítios de clonagem 
(http://www.unb.br/ib/cel/imol/material.html).  

 

 

Oligo E 
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Como pode ser observado na figura 7 o vetor final contém também as regiões 

promotoras e terminadoras do gene AOX1 e a marca de seleção auxotrófica HIS4, que codifica 

a enzima histidinol desidrogenase, já que a linhagem escolhida para a expressão dos 

fragmentos anti-PLA2 foi a GS115 que apresenta o fenótipo his4-. O que possibilita a seleção 

de clones transformados com o plasmídio utilizando-se meio de cultura sem histidina.  
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2 – Justificativa 

 

Devido as graves conseqüências dos acidentes ofídicos e as reações causadas pelo 

tratamento soroterápico tradicional vêm se aumentando as buscas por tratamentos alternativos 

mais efetivos. Dentre esses novos tratamentos propostos está também o uso de anticorpos 

mais específicos às enzimas responsáveis pelas ações fisiopatológicas do veneno (como a 

PLA2) e menos imunogênicos ao paciente, como os anticorpos monoclonais (mAbs). 

Sabendo disso, após a caracterização de dois tipos de PLA2 do veneno de B. atrox 

Kanashiro e colaboradores, 2002, do grupo do Professor Wilmar Dias da Silva, do Laboratório 

de Biologia do Reconhecer, Centro de Biociências e Biotecnologia da Universidade Estadual 

do Norte Fluminense (UENF), conseguiram produzir dois anticorpos monoclonais (12DG6 e 

A85/9-4) desenvolvidos contra a PLA2 de B. atrox capazes de inibir a atividade miotóxica 

quando esta enzima foi pré-incubada com os mAbs e injetadas em camundongos.  

Entretanto como o uso dos mAbs na terapia pode ser limitado pela resposta do 

paciente a esses anticorpos o grupo da UENF buscou uma associação ao grupo de Imunologia 

Molecular da Universidade de Brasília para a humanização deste anticorpo, visando 

humanizar um dos anticorpos monoclonais anti-PLA2 de Bothrops atrox produzidos por 

Kanashiro e col. (2002). Sendo então o objetivo desse trabalho a proposição e montagem de 

versões humanizadas anti-PLA2, além da expressão heteróloga desse anticorpo humanizado e 

a verificação da manutenção de sua atividade ligante a PLA2. 
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3 – Objetivos 

 

3.1 – Objetivo geral 

 

 Humanização do anticorpo A85/9-4 anti-PLA2 de Bothrops atrox de origem murina 

produzido por Kanashiro e colaboradores, 2002, e sua expressão na forma de fragmentos de 

anticorpos. 

 

3.2 – Objetivos específicos 

 

- Proposição e síntese da versão humanizada do anti-PLA2 a partir das seqüências das 

regiões variáveis pesada (VH) e leve (VL) do anticorpo murino; 

 

- Clonagens dos anticorpos, murino e humanizado, em vetores de expressão heteróloga 

em Pichia pastoris; 

 

- Expressão desses anticorpos, na forma dos fragmentos scFv e FvFc, na levedura 

Pichia pastoris; 

 

- Purificação dos fragmentos de anticorpos; 

 

- Análise da atividade ligante desses fragmentos de anticorpos humanizados à PLA2 de 

Bothrops atrox. 
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4 – Materiais e Métodos 

 

4.1 – Materiais 

 

4.1.1 – Células 

 

4.1.1.1 - Linhagens Bacterianas 

 

- XL1-Blue (Stratagene
®
) → recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 

proAB lacIqZ M15Tn10 (TetR)] (Sambrook et al., 1989). 

 

- EPI 300 (Epicentre
®
) - F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 

recA1 endA1 araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL nupG trfA dhfr. 

 

      - DH 5α (Invitrogen®) – F /endA1 hsdR17(rK
-mK

+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) 

relA1 D(laclZYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15). 

Essas linhagens foram utilizadas nos procedimentos de construção dos fragmentos de 

anticorpos anti-PLA2. 

 

4.1.1.2 - Linhagem de Pichia pastoris 

 

- GS 115 (Invitrogen®)→ his4. Fenótipo: His
-
, Mut

+
 

 

Esta linhagem de P. pastoris foi utilizada para a integração, no lócus HIS4 genômico, 

do plasmídio com o gene de interesse, para a expressão dos fragmentos de anticorpos anti-

PLA2 recombinantes sob controle do promotor AOX1.  

 

4.1.2 - Plasmídios Utilizados 
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- pGEM-T EASY – 3,015kB, promotores T7 e Sp6, ori ColE1, ori f1, AmpR, 

múltiplos sítios de clonagem, contendo resíduos de deoxitimidil despareados, adicionados nas 

extremidades geradas pela digestão com a endonuclease EcoR V (Promega®, nº. cat. A 1360). 

Utilizado para clonagem de fragmentos de PCR. 

 

- pIg 16 z22 – 4,8kB, VH-linker-VL-spA anti-zDNA (scFv conjugado à proteína A), 

múltiplos sítios de clonagem, ori ColE1, Amp
R
. Utilizado para a construção dos fragmentos 

scFvs (Brígido et al., 1993). 

 

- pPIg LE scFv –  8,895kb, VH-linker-VL-spA (scFv conjugado à proteína A), 

fragmentos 5´e 3´do promotor AOX1, sinal de secreção do fator α, múltiplos sítios de 

clonagem, HIS4 ORF, ori ColE1, Amp
R
, derivado do pPIg16 (ver Introdução, tópico 1.6, 

Figura 7). 

 

- pPIg LE FvFc – derivado do pPIg LE scFv pela substituição da seqüência da 

proteína A pela seqüência CH2-CH3 humana, entre os sítios Xho I e EcoR I.    

 

4.1.3 - Meios de cultura para bactérias 

 

Meio LB (Luria-Bertani) 

Peptona de caseína            1,0% (p/v) 

Extrato de levedura           0,5% (p/v) 

NaCl                                 1,0% (p/v)  

Ajustar pH para 7,0. 

 

Meio LB ágar 

Meio LB adicionado de ágar bacteriológico a 1,4% (p/v). 

 

Meio SB (Super Broth) 

Peptona de caseína            3,0% (p/v) 

Extrato de levedura           2,0% (p/v) 
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MOPS                               1,0% (p/v)  

Ajustar pH para 7,0.  

 

Meio SOB 

Bacto-triptona               2,0% (p/v) 

Extrato de levedura       0,5% (p/v) 

NaCl                             0,06% (p/v)  

KCl                              0,002% (p/v)  

Ajustar pH para 7,0. 

 

Meio SOC 

Meio SOB                                  98mL  

Solução estoque de Mg
2+ 

2M      1mL  

Solução estoque de glicose 2M   1mL  

 

Solução estoque de glicose 2M 

Esterilizada por filtração e estocada a 4ºC. 

 

Solução estoque de Mg 2M 

MgCl2              1M 

MgSO4             1M 

Esterilizada por filtração e estocada a 4ºC. 

 

Após dissolver os reagentes em água, todos os meios de cultura foram autoclavados a 

120°C por 20 minutos. A seguir adicionava-se, quando necessário, o agente antimicrobiano 

apropriado: ampicilina, na concentração final de 100 µg/mL ou 200 µg/mL no caso de 

eletroporação. 

 

4.1.4 - Meios de cultura e soluções estoque para levedura 

 

YP 10X - Solução estoque 10X de Extrato de levedura e Peptona de caseína 



 22 

Extrato de levedura                10% (p/v)  

Peptona de caseína                 20% (p/v)  

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 120ºC e estocada a temperatura ambiente.  

 

YNB (Yeast Nitrogen Base) - Solução estoque 10X 

YNB*                             3,4% (p/v)  

Sulfato de amônio          10% (p/v)  

Esterilizada por filtração. Estocada a 4 °C.  

*(s/ aminoácidos e s/ sulfato de amônio).  

 

Tampão Fosfato de Potássio 1M, pH6,0  

K
2
HPO

4              
132mM  

KH
2
PO

4             
686mM  

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 120ºC e estocada a temperatura ambiente.  

 

Antiespumante  

Antifoam A Emulsion. Sigma
® 

Número de catálogo A5738 

 

Biotina - Solução estoque 500X 

Biotina                 0,02% (p/v)  

Esterilizada por filtração em membrana microbiológica com poros de 0,22 µm e estocada a 

4°C. 

 

Casaminoácidos – Solução estoque 10X 

Casaminoácidos            20% 

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 120ºC e estocada a 4ºC.  

 

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)  

Extrato de levedura          1,0% (p/v)  

Peptona de caseína           2,0% (p/v)  

Glicose                             2,0% (p/v)  
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Eram feitas soluções estoques de glicose 20% e de extrato de levedura e peptona (10% 

e 20% respectivamente) que eram autoclavadas a 120°C por 20 minutos. No momento da 

utilização as soluções estoque eram misturadas para se obter as concentrações acima 

relacionadas com o volume apropriado de H2O destilada autoclavada.  

 

Meio MD (Minimal Dextrose Medium) 

YNB                               1,34% (p/v)  

Biotina                            4x10
-5 

% (p/v)  

Glicose                          2,0% (p/v)  

Ágar bacteriológico      1,4% (p/v) 

  

Eram feitas soluções estoques de YNB 13,4%, Biotina 500X, Glicose 20% e Ágar 2%, 

que eram autoclavavadas por 20 minutos a 120ºC. No momento da utilização as soluções eram 

misturadas para se obter as concentrações acima relacionadas. 

 

Meio MM ( Minimal Methanol Medium) 

YNB                               1,34% (p/v)  

Biotina                           4x10
-5 

% (p/v)  

Metanol                          0,5% (v/v)  

Ágar bacteriológico       1,4% (p/v)  

 

Eram feitas soluções estoques de YNB 13,4%, Biotina 500X e Ágar 2%, que eram 

autoclavavadas por 20 minutos a 120ºC. No momento da utilização as soluções eram 

misturadas para se obter as concentrações acima relacionadas. 

 

Meio de Crescimento – BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium) 

YP 10X                                     10%  

Tampão fosfato, pH 6,0            100 mM  

YNB                                          1,34% (p/v)  

Biotina                                       4x10
-5 

% (p/v)  

Glicerol                                     1% (v/v)  
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Meio de Indução – BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)  

YP 10X                                      10%  

Tampão fosfato, pH 6,0            100 mM  

YNB                                         1,34% (p/v)  

Biotina                                      4x10
-5 

% (p/v)  

Casaminoácidos                        2%  

EDTA                                       5mM  

Metanol                                   1% (v/v)  

 

Para preparo dos meios BMGY e BMMY, eram preparadas as soluções estoques YP 

10X (extrato de levedura e peptona de caseína) - autoclavada por 20 minutos a 120ºC - e dos 

demais reagentes (YNB, Biotina, EDTA) esterilizados por filtração ou por autoclavagem 

(casaminoácidos, glicerol e tampão fosfato de potássio). No momento da utilização as 

soluções estoque eram misturadas para se obter as concentrações acima relacionadas com H2O 

destilada autoclavada.  

 

4.1.5 - Soluções estoque de inibidores de proteases 

 

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,2 M  

Dissolvido em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano. É um 

inibidor de serino e tiol proteases como, por exemplo, tripsina, quimiotripsina, trombina, 

papaína etc. Concentração de uso 1mM.  

 

EDTA (Ácido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M  

Dissolvido em água em pH 8-9 estocado a 4°C por até 6 meses. É um inibidor de 

metaloproteases. Concentração de uso 5 mM.  

 

4.1.6 - Soluções e tampões de uso geral 

 

Azida Sódica – Solução estoque 100X 

Azida sódica                5% (p/v)  
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Esta solução era utilizada para a conservação dos tampões PBS e PBST e nas soluções 

estoque dos anticorpos em concentração final de 0,05%.  

 

Tampão TE  

Tris-HCl pH 8,0           10mM  

EDTA pH 8,0                 1mM  

 

Glicerol – Solução estoque  

Glicerol                        50% (v/v) 

 

Tampão PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4  

NaCl                1,37M  

KCl                   27mM  

Na2HPO4        100mM  

KH2PO4            20mM 

 

Tampão PBST 1X, pH 7,4  

PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentração final de 0,5% (v/v)  

 

IPTG 0,1M 

Solução estoque a 0,1M 

Dissolvido em H2O e estocado a 4ºC ao abrigo da luz. 

 

X-GAL 

Solução estoque 20mg/ml 

Dissolvido em N,N,dimetil formamida e estocado a 4ºC ao abrigo da luz. 

 

4.1.7 – Soluções para preparo de células competentes – bactéria e levedura 

 

Solução de CaCl2 

CaCl2         50mM 
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Esterilizada por filtração e estocada a 4ºC 

 

Glicerol 10% (v/v) 

Esterilizado por filtração ou autoclavagem e estocada a 4ºC 

 

Sorbitol 

Solução 1M 

Esterilizada por filtração ou autoclavagem e estocada a 4ºC 

 

4.1.8 - Soluções para extração de DNA plasmidial 

 

Solução I  

Tris-HCl pH 8,0           25mM  

EDTA pH 8,0              10mM  

Glicose                        50mM 

 

Solução II  

NaOH                      0,2M 

SDS                         1,0% (p/v)  

 

Solução III  

Acetato de potássio     3M  

Ácido Acético             2M  

pH ajustado para 4,8 - 5,0  

 

RNAse A  

RNAse A Invitrogen, número de catálogo 12091-021. 

 

Clorofane 

Fenol equilibrado em pH 7,6          1v 

Clorofórmio                                    1v 
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Β-hidroxiquinilona                         0,05% (p/v) 

Equilibrado com 0,1v de Tris-HCl 100mM pH 7,6 

 

Clorofil 

Clorofórmio                     24v 

Álcool isoamílico              1v 

Equilibrado com 0,25v de tampão TE 

 

4.1.9 – Soluções para eletroforese em gel de agarose e de poliacrilamida 

 

Tampão de corrida TEB 10X 

Trizma base                    0,89M 

Ácido Bórico                  0,89M 

EDTA                             0,02M 

pH 8,0 

 

Tampão de amostra para gel de agarose 10X 

Tampão de corrida TEB 20X          50%(v/v) 

Glicerol                                            50%(v/v) 

Azul de Bromofenol                        0,1%(p/v) 

Xileno Cianol                                   0,1%(p/v) 

 

Solução de brometo de etídio 20.000X 

Brometo de etídio                    10mg/ml 

 

Tampão de corrida para SDS-PAGE 5X 

Trizma base                       125mM 

Glicina                               125mM 

SDS                                       0,5% (p/v) 

 

Tampão de amostra 2X para SDS-PAGE  



 28 

Tris-HCl pH 6,8                     62,50mM  

SDS                                         5% (p/v)  

Glicerol                                 25% (v/v)  

ß-mercaptoetanol                    5% (v/v)  

Azul de bromofenol                0,01% (p/v)  

 

Acrilamida 30% (29:1) 

Acrilamida                     145g 

Bis-acrilamida                    5g 

H2O q.s.p.                    500mL 

Estocar a 4ºC ao abrigo da luz. 

 

Tris-HCl 1,5M, pH 8,8 

Tris                 36,34g 

H2O q.s.p.       200mL 

pH ajustado para 8,8 com HCl. 

 

Tris-HCl 0,5M, pH 6,8 

Tris                 12,11g 

H2O q.s.p.       200mL 

pH ajustado para 6,8 com HCl. 

 

SDS 10% 

SDS                10g 

H2O q.s.p.      100mL 

 

APS 10% (p/v) 

Persulfato de amônio 100mg/ml de água 

 

Gel Concentrador SDS-PAGE  

Solução Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1)          4% (p/v)  
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Tris-HCl pH 6,8                                                  125mM  

SDS                                                                     0,1% (p/v)  

APS                                                                     0,1% (p/v) 

TEMED                                                               0,01% (p/v) 

 

Gel Separador SDS-PAGE  

Solução Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1)         10 ou 12% (p/v)  

Tris-HCl pH 8,8                                                          400mM  

SDS                                                                             0,1% (p/v) 

APS                                                                             0,1% (p/v) 

TEMED                                                                      0,01% (p/v) 

 

4.1.10 - Soluções para coloração de gel de poliacrilamida com Comassie Briliant Blue 

(R-250) 

 

Solução Fixadora para Coloração com Comassie 

Etanol                        40% (v/v) 

Ácido acético            10% (v/v) 

 

Solução Corante Comassie Briliant Blue R-250  

Comassie briliant blue R-250               1% (p/v) 

Etanol                                                   40% (v/v) 

Ácido acético                                        10% (v/v) 

 

Solução Descorante para Coloração com Comassie 

Etanol                        20% (v/v) 

Ácido acético              5% (v/v) 

 

4.1.11 - Soluções e materiais para os ensaios imunológicos (ELISA, Western, Colony e 

Dot blotting) 
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Tampão de Fosfatase Alcalina (APB)  

Tris-HCl pH 9,5                   100mM  

NaCl                                     100mM  

MgCl2                                      5mM  

 

Tampão para Transferência Semi-Seca de Proteínas  

Trizma-base                           48mM  

Glicina                                   39mM  

SDS                                  0,037% (p/v)  

Metanol                                 20% (v/v)  

 

Solução de Bloqueio 

Leite em pó desnatado Molico 5% (p/v)  

Dissolvido em PBST 1X  

 

Solução Reveladora para ELISA  

pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1mg/mL  

Dissolvido em APB  

 

Solução Reveladora para Western, Colony e Dot blotting 

O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) eram preparados 

numa solução estoque de 50mg/mL. O NBT dissolvido em N,N-dimetil formamida e o BCIP 

dissolvido em água. Para preparar 10mL da solução reveladora adicionavam-se 33µL do 

estoque de NBT em 10 mL de APB e depois 66µL do estoque de BCIP, nesta ordem para se 

evitar a precipitação dos reagentes. 

 

Veneno de Bothrops atrox 

O veneno liofilizado foi ressuspendido em PBS 1X com azida sódica 0,02% na concentração 

final de 1mg/mL e estocado a 4ºC. 
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PLA2 de B. atrox purificada 

Solução estoque a 430µg/mL. Estocada a 4ºC. 

 

Anticorpo monoclonal murino anti-PLA 2 de B. atrox 

Solução estoque a 1mg/mL em PBS 1X com azida sódica 0,02%. Estocado a 4ºC. 

 

Membrana de Nitrocelulose 

Hybond-C Extra Amersham Bioscience
®
 (nº. cat. RPN 303E) 

 

4.1.12 – Oligonucleotídeos sintéticos específicos 

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos sintéticos específicos utilizados. 

Oligo Seqüência Utilização 

VHmur Xma I 5’ GCC CGG GTG CAG CTG AAG CAG T 3’ Para amplificação da 

extremidade 5’ da cadeia VH 

murina criando sítio de Xma I 

VHmur Xba I 5’ GCT CTA GAG GAG ACT GTG AGA GTG GT 3’ Para amplificação da 

extremidade 3’ da cadeia VH 

murina criando sítio de Xba I 

VLmur Bgl II 5’ GCA GAT CTC GTG ATG ACC CAG TCT CCA 3’ Para amplificação da 

extremidade 5’ da cadeia VL 

murina criando sítio de Bgl II 

VLmur Nco I 5’ CGC CCA TGG GCT TTG ATT TCC AGC TT 3’ Para amplificação da 

extremidade 3’ da cadeia VL 

murina criando sítio de Nco I 

AOX reverso 5’ CCT GCA TCT CTC AGG CAA AT 3’ Para sequenciamento no vetor 

pPIg LE 

pPIg direto 5’ GGG ATT TCG ATG TTG CTG TT 3’ Para sequenciamento no vetor 

pPIg LE 

5’ Linker 5’ CTC TAG AGG TGG GGG CGG TTC 3’ Para sequenciamento no vetor 

pPIg LE 
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4.1.13 - Resinas cromatográficas 

 

 - IgG Sepharose - preparada por Andrade e colaboradores (2000) conjugando-se a 

resina Sepharose (Invitrogen) com Imunoglobulina humana comercial. Para purificação dos 

scFvs conjugados a proteína A 

 

- HiTrapTM Protein A HP 1mL (GE Healthcare, nº. cat. 17-0402-01). Para purificação 

dos FvFcs. 

 

- Superose 12 (GE Healthcare, nº. cat. 17-0674-01). Para cromatografia por filtração 

em gel.  

 

4.1.14 – Soluções para cromatografias 

 

Tampão de Equilíbrio IgG-Sepharose 

PBS 1X 

 

Tampão de Eluição IgG-Sepharose 

Ácido Acético 0,5M, pH 3,5 

 

Tampão de Equilíbrio HiTrap Protein A 

Fosfato de Sódio 20mM, pH7,0 

 

Tampão de Eluição HiTrap Protein A 

Ácido Cítrico 0,1M, pH3,0 

 

Tampão para cromatografia por Gel Filtração 

PBS 1X 

 

Padrões para Gel Filtração 
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Tabela 2. Marcadores padrões utilizados para Gel Filtração* 

Reagentes Número do produto Massa Molecular aproximada (kDa) 

Blue Dextran D 4772 2.000 

Albumina de Soro Bovina (BSA) A 8531 66 

Anidrase Carbônica A 7025 29 

Citocromo C A 6834 12,4 

* Sigma
®
 nº. cat. MW-GF-200. 

 

4.1.15 – Materiais utilizados para concentração e quantificação de sobrenadantes de 

cultura e proteínas purificadas 

- Concentradores Amicon
® 

Bioseparations: 

    - Centricon YM-10 (nº. cat. 4206) 

    - Centriprep YM-10 (nº. cat. 4305), YM-30 (nº. cat. 4307) e YM-50(nº. cat. 4308) 

    - Microcon YM-100 (nº. cat 42413)   

- Concentrador: Stirred Ultrafiltration Cell Millipore, Modelo 8400 (nº. cat. 5124)  

- Membrana: Ultrafiltration Membrane. NMWL: 10.000 (nº. cat. 13642) 

- Kit BCA – Ácido Bicincrônico Pierce
® 

(nº. cat. 23225)  

 

4.1.16 – Marcadores para DNA e proteína 

  

- 1Kb plus DNA Ladder – Invitrogen (nº. cat. 10787-026)  

- Low Mass DNA Ladder – Para quantificação de DNA de baixa massa molecular - 

Invitrogen (nº. cat. 10068-013)  

- High Mass DNA Ladder Para quantificação de DNA de alta massa molecular - 

Invitrogen (nº. cat. 10496-016)  

- Bench MarkerTM Protein Ladder – Invitrogen (nº. cat. 10747-012)  

- Bench MarkerTM Pre-Stained Protein Ladder – Invitrogen (nº. cat. 10748-010)  

- Page RulerTM Prestained Protein Ladder Plus – Fermentas (nº. cat. SM1811) 

- Unstained Protein Molecular Weight Marker – Fermentas (nº. cat. SM0431) 
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4.1.17 - Enzimas 

 

- Enzimas de restrição: Todas as enzimas de restrição utilizadas, como Xma I, Xba I, 

Bgl II, Nco I, EcoR I, Xho I e Kpn I, utilizadas foram das empresas Biolabs ou Promega, 

juntamente com seus tampões de reação 10X e BSA 10X, e usadas conforme instrução do 

fabricante. 

- T4 DNA Ligase – Invitrogen (nº. cat. 15224-017) e Promega (nº. cat. M 1801). 

- Taq DNA Polimerase – CENBIOT. 

 

4.1.18 – Anticorpos 

 

Tabela 3. Anticorpos utilizados. 

Nome Produzido 

em: 

Titulação 

Imunoblottings 

Titulação 

ELISAS 

Origem Nº 

Catálogo 

IgG Coelho Coelho 1:1.000 1:2.500 Sigma
®
 I 8140 

Anti-IgG Coelho 

(Ap)* 

Cabra 1:5.000 1:5.000 Sigma
®
 A 3687 

Anti-Fc humano 

(AP)* 

Coelho 1:2.500 1:5000 Pierce
®
 31142 

Anti-IgG 

camundongo (AP)* 

Cabra 1:5.000 1:5.000 Pierce
®
 31160 

Anti-IgG Cabra 

(AP)* 

Coelho 1:5.000 1:5.000 Pierce
®
 31300 

Anti-PLA2 de B. 

atrox 

Monoclonal NA variável Kanashiro et 

al., 2002 

NA 

IgG humana Policlonal NA variável Sigma
®
 K 9001 

Anti-IgG humano 

H+L 

Cabra NA 1:500 Sigma
®
 A 8542 

NA: Não se aplica. 

* AP: Anticorpo conjugado a fosfatase alcalina. 
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4.1.19 – Kits comerciais 

  

- pGEM-T EASY vector – Para clonagem dos fragmentos de PCR oriundos das 

amplificações feitas nas cadeias variáveis murinas (VH e VL) para inserção dos sítios de 

restrição (Promega, nº. cat. A 1360). 

- QIAGEN Plasmid Midi Kit 100 – Para preparação de DNA em escala intermediária 

(Qiagen, nº. cat. 12145). 

 - QIAGEN Plasmid Maxi Kit 25 – Para preparação de DNA em larga escala (Qiagen, 

nº. cat. 12163). 

 - Qiaquick Gel Extraction kit 50 – Para extração de DNA de gel de agarose (Qiagen, 

nº. cat. 28704). 

 - Qiaquick PCR purification kit 50 – Para purificação de DNA para sequenciamento 

(Qiagen, nº. cat. 28104).  

 - PlusOne Silver Staining kit Protein. Para coloração de géis de poliacrilamida com 

prata. (GE Healthcare, nº. cat. 17-1150-01). 

- Colunas para extração de DNA de gel de agarose por Freeeze Squize – Ultrafree DA 

Centrifugal Unit (Millipore, nº. cat. 42600). 

- Kit BCA – Ácido Bicincrônico (Pierce
®
) para quantificação de proteínas. (nº. cat. 

23225). 

 

4.2 – Métodos 

 

4.2.1 – Preparação de DNA plasmidial 

 

4.2.1.1 – Em pequena escala (adaptado de Sambrook et al., 1989). 

 

1- Coletavam-se 3,0mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmídeo de 

interesse, crescidas em meio LB/Amp (100µg/mL) durante 16 horas a 37ºC, por meio de duas 

centrifugações de 5 min a 5.000 rpm em tubos “eppendorfs”, sendo o sobrenadante 

desprezado a cada centrifugação. 
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2- Ressuspendia-se o sedimento em 200µL de Solução I. Incubavam-se as amostras no gelo 

por 5 min. 

3- Adicionavam-se 400µL de Solução II e homogeneizavam-se as amostras, invertendo-se 

gentilmente o tubo várias vezes. Incubava-se à temperatura ambiente por 5 min.  

4- Adicionavam-se 300µL de Solução III, repetindo-se o mesmo procedimento de 

homogeneização e incubava-se no gelo por 10 min.  

4- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 15 min a 4°C. 

5- Ao sobrenadante eram adicionados 5µL de RNAse A e incubava-se por 1 hora a 37ºC. 

6- Adicionava-se 1/2v de clorofane e, após forte homogeneização e centrifugação de 5 min a 

10.000 rpm à temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada para outro tubo. 

7- Adicionava-se 1/2v de clorofil e repetia-se o mesmo procedimento anterior de 

homogeneização, centrifugação e coleta. 

8- O DNA era então precipitado com 2,5v de etanol 100% por, no mínimo 2 horas a -20ºC. 

9- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4ºC. Desprezava-se o sobrenadante. 

10- Adicionavam-se 200µL de etanol 70% e centrifugava-se novamente a 12.000 rpm por 15 

min a 4ºC. 

11- Após secagem o sedimento era ressuspendido em 40µL de TE. E as amostras conservadas 

a 4ºC. 

 

4.2.1.2 – Em larga escala (adaptado de Sambrook et al., 1989). 

 

1- Coletavam-se 200mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmídeo de 

interesse, crescidas em meio LB/Amp (100µg/mL) durante 16 horas a 37ºC, por meio de 

centrifugação de 15 min a 3.000 x g, desprezando-se o sobrenadante. 

2- Ressuspendia-se o sedimento em 5mL de Solução I. Incubavam-se as amostras no gelo por 

10 min. 

3- Adicionavam-se 10mL de Solução II e homogeneizavam-se as amostras, invertendo-se 

gentilmente o tubo várias vezes. Incubava-se à temperatura ambiente por 5 min.  

4- Adicionavam-se 7,5mL de Solução III, repetindo-se o mesmo procedimento de 

homogeneização e incubava-se no gelo por 20 min.  

4- Centrifugava-se a 10.000 x g por 30 min a 4°C. 
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5- O sobrenadante era filtrado em papel de filtro e ao sobrenadante eram adicionados 0,6v de 

isopropanol. Após uma incubação de 5 min à temperatura ambiente centrifugava-se a 12.000 x 

g por 20 min a temperatura ambiente. 

6- Desprezava-se o sobrenadante e, após a secagem, o sedimento era ressuspendido em 500µL 

de TE ao qual eram adicionados 10µL de RNAse A. Incubava-se por 1 hora a 37ºC. 

7- Adicionava-se 1v de clorofane e, após forte homogeneização e centrifugação de 5 min a 

10.000 rpm à temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada para outro tubo. 

7- Adicionava-se 1v de clorofil e repetia-se o mesmo procedimento anterior de 

homogeneização, centrifugação e coleta. 

8- O DNA era então precipitado com 0,5v de acetato de amônio 7,5M e 2,0v de etanol 100% 

por, no mínimo 2 horas a -20ºC. 

9- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4ºC. Desprezava-se o sobrenadante. 

10- Adicionava-se 1mL de etanol 70% e centrifugava-se novamente a 12.000 rpm por 15 min 

a 4ºC. 

11- Após secagem o sedimento era ressuspendido em 200µL de TE. E as amostras 

conservadas a 4ºC. 

 

4.2.2 – Digestão do DNA com enzimas de restrição. 

 

 As digestões do DNA com enzimas de restrição eram realizadas conforme instruções 

dos fabricantes. O tempo de incubação e a quantidade de material a ser digerido variavam de 

acordo com o interesse do experimento realizado. 

 

4.2.3 – Análise de DNA em gel de agarose (segundo Sambrook et al., 1989). 

 

 A agarose era preparada de 0,8 a 1,0% em tampão TEB 1X com 0,5µg/mL de brometo 

de etídeo. As amostras de DNA com tampão de amostra para gel de agarose eram aplicadas no 

gel e submetidas a eletroforese em tampão TEB 0,5X, como descrito por Sambrook et al., 

1989. Para visualização do DNA incidia-se luz ultravioleta no gel utilizando-se um 

transluminador (Pharmacia-LKB) e a imagem era digitalizada em aparato de 

fotodocumentação (Video Graphic Printer UP-895 CE, Sony®). 
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4.2.4 – Eluição de fragmentos de DNA de gel de agarose 

 

 Os fragmentos de DNA a serem eluídos eram cortados do gel de agarose após 

eletroforese. A eluição do DNA do gel era feita de acordo com as instruções do fabricante do 

kit utilizado (Qiaquick Gel Extraction kit, Qiagen) ou submetido a Freeze-Squizee. No freeze-

squizee o fragmento de gel, contendo o DNA de interesse era congelado e após ser macerado 

era transferido para colunas Ultrafree DA Centrifugal Unit (Millipore). Após a centrifugação o 

DNA era precipitado com acetato de sódio 0,3M e 2,5v etanol 100% a -20ºC por pelo menos 2 

horas. 

 

4.2.5 – Ligação de fragmentos de DNA 

 

 As concentrações de DNA (vetor:inserto) utilizadas nos sistemas de ligação variavam 

de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente numa razão molar de 1:2, 

1:3 ou 1:5. A reação de ligação era realizada de acordo com instrução do fabricante da T4 

DNA Ligase utilizada. E após incubação, em geral de 16 horas a 4ºC, eram usados para 

transformar células de E. coli. 

 

4.2.6 – Preparação de células competentes e transformação bacteriana 

 

4.2.6.1 – Por choque térmico – CaCl2 (adaptado de Maranhão in Azevedo et al., 2003). 

 

1- Inoculavam-se 500µL de um pré-inóculo, feito a partir de uma colônia isolada da célula de 

interesse, em 50mL de meio LB. Incubava-se a 37ºC a 220 rpm até a cultura atingir uma 

densidade óptica a 600nm (OD600nm) de 0,1 a 0,3. 

2- Centrifugava-se a 3.000 x g por 15 min a 4ºC, desprezando-se o sobrenadante. 

3- O sedimento era ressuspendido em 10mL de solução de CaCl2 50mM estéril gelada, com 

movimentos suaves. 

4- Centrifugava-se a 3.000 x g por 15 min a 4ºC, desprezando-se o sobrenadante. 

5- O sedimento era ressuspendido em 1mL de solução de CaCl2 50mM estéril gelada, com 

movimentos suaves. 
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6- Após incubação de 1 hora em banho de água/gelo as células eram aliquotadas e podiam ser 

usadas por um período máximo de 24 horas. 

7- Incubava-se de 100 a 200µL de célula competente com o DNA de interesse a ser 

transformado em banho de água/gelo por 30 min. 

8- Procedia-se o choque térmico incubando-se o sistema de transformação em banho a 42ºC 

por 3 min. 

9- Adicionava-se imediatamente 1mL de meio LB e incubava-se por 1 h a 37ºC. 

10- Semeavam-se quantidades variáveis do sistema de transformação em placas contendo 

meio LB-ágar contendo ampicilina a 100µg/mL. As placas eram mantidas na estufa a 37ºC 

por 16 horas. 

 

4.2.6.2 – Por eletroporação (adaptado de Maranhão in Azevedo et al., 2003). 

 

1- Inoculava-se uma colônia isolada da célula de interesse em 10mL de meio SB contendo o 

antibiótico de interesse. Esse pré-inóculo era mantido a 37º sob agitação de 220 rpm por 16 

horas. 

2- Inoculava-se 1mL do pré-inóculo em 500mL de meio SB acrescido de 2,5mL da solução 

estoque de Glicose 2M e 2,5mL da solução estoque de Mg 2M. Incubava-se a 37ºC a 220 rpm 

até a cultura atingir uma OD600nm de 0,7 a 0,9. 

2- Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4ºC, desprezando-se o sobrenadante e mantendo 

sempre a célula gelada a partir desse momento. 

3- O sedimento era ressuspendido em 25mL de Gilcerol 10% estéril gelado e a seguir 

adicionava-se mais 75 mL de Glicerol 10% gelado. 

4- Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4ºC, repetindo-se a etapa anterior. 

5- O sedimento era ressuspendido em 25mL de Gilcerol 10% estéril gelado e submetido a 

última centrifugação a 3.000 x g por 20 min a 4ºC. 

6- O sedimento final era ressuspendido em 1 a 2mL de Glicerol 10% e as células eram 

aliquotadas, congeladas em banho de gelo seco com etanol e armazenadas imediatamente a -

80ºC. 
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7- Para a transformação o DNA plasmidial, já em um tubo resfriado previamente, era 

adicionado à célula competente e imediatamente colocado na cubeta de eletroporação 

(BioRad) também já resfriadas. 

8- A eletroporação era feita seguindo os seguintes parâmetros elétricos: 2,5kV, 25µF e 200Ω, 

no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad. O τ esperado nessas condições é 

de 4,0 a 5,0 milisegundos. 

9- Imediatamente após o choque a cubeta era lavada com 3mL de meio SOC e o meio era 

recolhido para um tubo Falcon de 50mL. 

10- Após uma incubação de 1 h a 37ºC e 220 rpm, diluições da transformação eram semeadas 

em placas contendo ampicilina a 200µg/mL. As placas eram mantidas na estufa a 37ºC por 16 

horas. 

 

4.2.7 – Amplificação das seqüências variáveis murinas – PCR 

 

 As reações de PCR eram feitas da seguinte forma: 

 

DNA molde (VH ou VL murinos)                     100ηg 

Primer 5’                                                              25µM 

Primer 3’                                                              25µM 

Tampão de reação da enzima 10X                         1X 

MgCl2                                                                    2mM 

dNTPs                                                               0,25µM de cada 

 

 O volume final de reação era de 50µL e a reação era feita no termociclador Eppendorf 

nas seguintes condições: 

 

1) 94ºC            5 min 

2) 25 ciclos:     57ºC      1 min 

                         72ºC      2 min 

                         94ºC      30 seg 

3) 72ºC            10 min 
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4.2.8 - Preparação de DNA para transformação de P. pastoris  

 

Aproximadamente 10 µg do plasmídio foi linearizado por digestão com a enzima de 

restrição Sal I. Essa enzima cliva o plasmídeo no gene HIS4, permitindo a integração do 

plasmídio no locus do gene his4 defectivo da levedura, após eficiente transformação. 

A linearização dos plasmídios a serem transformados era confirmada por análise em 

gel de agarose. Após a confirmação o material era precipitado com acetato de sódio 0,3M e 

2,5v de etanol 100% por no mínimo 2 horas a -20ºC. Seguida de centrifugação a 12.000 rpm 

por 45 min a 4ºC, adição de 200µL de etanol 70% e nova centrifugação a 12.000 rpm por 15 

min a 4ºC. O sedimento era então ressuspenddio em 10µL de H2O miliQ estéril. 

 

4.2.9 – Transformação da levedura P. pastoris por eletroporação (adaptado de Cregg 

et al., 1985) 

 

1- Inoculava-se uma colônia isolada da levedura P. pastoris, linhagem GS115, em 5 mL de 

meio YPD em um erlenmeyer de 125 mL. Incubava-se sob agitação a 30ºC durante a noite.  

2- Inoculava-se de 0,1 a 0,5mL desse pré-inóculo em 100mL de meio YPD em um erlenmeyer 

de 500 mL incubando-se nas mesmas condições anteriores durante a noite ou até que a cultura 

atingisse uma OD600nm de 1,3 a 1,5.  

3- As células eram então centrifugadas a 1.500 x g por 5 min a 4ºC, desprezando-se o 

sobrenadante. 

4- Ressuspendia-se o sedimento em 100mL de H2O destilada estéril gelada com forte 

movimentação. 

5- Centrifugava-se novamente conforme o passo 3 e ressuspendia-se o sedimento em 50mL de  

H2O destilada estéril gelada. 

6- Centrifugava-se novamente nas mesmas condições e ressuspendia-se o sedimento em 10mL 

de Sorbitol 1M estéril gelado. 

7- Centrifugava-se novamente nas mesmas condições e ressuspendia-se o sedimento em 

0,8mL de Sorbitol 1M estéril gelado. 

8- Misturava-se o DNA a ser transformado, previamente preparado conforme descrito em 

4.2.8, com 80 a 100µL da célula preparada, e após uma incubação no gelo por 5 min 
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transferia-se o sistema de transformação para uma cubeta de eletroporação de 0,2cm, 

previamente resfriada. 

9- A eletroporação era realizada no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad, 

nas seguintes condições: 1,5kV, 25µF e 400Ω. O τ esperado nessas condições é de 10,0 

milisegundos. 

10- Adicionava-se imediatamente 1mL de Sorbitol 1M gelado e transferia-se as células para 

um tubo “eppendorf” de 1,5mL. 

11- Semeava-se de 0,2 a 0,6mL do sistema de transformação em placas contendo meio MD, 

que eram incubadas em estufa a 30ºC por 2 a 3 dias. 

 

4.2.10 – Análise dos transformantes de P. pastoris por Colony blotting ou Western de 

colônia 

  

1- Uma pequena porção de massa celular de alguns dos clones obtidos nas placas de 

transformação era repicada serialmente, com palitos estéreis, em duas placas de meio mínimo 

contendo metanol (MM) ou glicose (MD).  

2- Incubava-se as placas a 30ºC por 2 a 3 dias adicionando-se a cada 24 horas 500 µL de 

metanol 100% na tampa das placas com meio MM. 

3- Após esse tempo de indução montava-se um “sanduíche” sobre as placas MM da seguinte 

forma: membrana de nitrocelulose diretamente em contato com as colônias, 3 folhas de papel 

de filtro Watmann® 3 mm sobrepostas por várias camadas de papel toalha. 

4- Colocava-se um peso sobre o “sanduíche” e o incubava a 30°C por 3 horas.  

5- Passado o tempo de transferência, desmontava-se o sanduíche e a membrana era lavada 

com PBST 1X até a remoção completa do excesso de células. 

6- Incubava-se a membrana com a solução de bloqueio por, no mínimo, 1 hora, sob agitação a 

4ºC. 

7- Removia-se a solução de bloqueio e lavava-se a membrana 3X com PBST 1X a 

temperatura ambiente.  

8- Incubava-se a membrana com o anticorpo primário, diluído em PBS 1X, por 1 a 2 horas sob 

agitação a 4ºC. 

9- Removia-se o anticorpo primário e lavava-se a membrana novamente 3X com PBST 1X. 
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10- Incubava-se a membrana com o anticorpo secundário (conjugado a fosfatase alcalina), 

diluído em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitação a 4ºC.  

11- Removia-se o anticorpo conjugado e lavava-se a membrana 3X com PBST 1X e 

posteriormente 1X com 10mL de APB (tampão da fosfatase alcalina). 

12- Adicionava-se a solução reveladora (NBT/BCIP). O aparecimento das bandas coloridas 

era controlado visualmente. Após a reação, lavava-se a membrana com água destilada até 

retirar o excesso da solução reveladora e interromper a reação da enzima. Preservava-se a 

membrana seca, sobre papel filtro. 

 

4.2.11 – Expressão das proteínas recombinantes em P. pastoris – fermentação em 

frasco (adaptado do Manual do kit de Expressão em Pichia pastoris, Invitrogen®) 

 

1- Colônias que se mostravam positivas no colony blotting tinham suas réplicas 

correspondentes da placa MD inoculadas em 100 a 200mL de meio de crescimento BMGY 

num frasco erlenmeyer de 1L com aletas. Incubava-se sob agitação de 250 a 300 rpm e 

temperatura de 30ºC durante 48 horas. 

2- Coletavam-se as células por centrifugação a 1.500 x g por 5 min a temperatura ambiente, 

desprezando-se o sobrenadante. 

3- Ressuspendiam-se as células em 100mL de H2O destilada estéril a temperatura ambiente 

repetindo-se em seguida o mesmo procedimento de centrifugação. 

4- Ressuspendiam-se as células em 100mL de meio de indução BMMY e incubava-se pelo 

tempo de crescimento desejado (24 a 96 horas) sob agitação de 250 a 300 rpm e temperatura 

de 20 a 30ºC. 

5- A cada 24 horas adicionava-se 1% de metanol para manter a indução. E, quando desejado, a 

cada 24 horas eram coletados 5mL da cultura para processamento do sobrenadante e análise 

da expressão da proteína recombinante. 

6- Ao final do tempo desejado de indução centrifugavam-se as células várias vezes e o 

sobrenadante era filtrado com a membrana Millipore 0,45µm. 

7- Concentrava-se o sobrenadante utilizando o sistema Amicon Stirred Ultrafiltration Cell 

Millipore com uma membrana de ultrafiltração (NMWL: 10.000).  
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8- Ao sobrenadante filtrado e concentrado eram adicionados os seguintes inibidores de 

protease: EDTA 0,6mg/mL e PMSF 100µg/mL. 

 

4.2.12 – Precipitação das proteínas do sobrenadante de cultura com TCA (ácido 

tricloroacético) 

 

1- Coletava-se 1mL da amostra ao qual se acrescentavam 100µL de TCA 100%. Após 

homogeneização leve incubava-se em banho de água/gelo por 30 min. 

2- Centrifugava-se a 10.000 rpm por 15 min a 4ºC. 

3- Desprezava-se o sobrenadante e acrescentava-se 500µL de acetona 100% gelada. 

4- Centrifugava-se a 10.000 rpm por 10 min a 4ºC. 

5- Desprezava-se o sobrenadante e repetia-se o procedimento de lavagem com acetona (passos 

3 e 4) por mais duas vezes. 

6- Após a última lavagem o sedimento era deixado secando exposto ao ar e após secagem 

ressuspendido em tampão de amostra para SDS-PAGE.  

 

4.2.13 – Análise de proteínas em gel de SDS-PAGE (adaptado de Sambrook et al., 

1989). 

 

Após a precipitação, as amostras de scFv e FvFc eram analisadas em gel desnaturante 

de poliacrilamida.  

1- Inicialmente preparava-se o gel separador em concentração de 10 ou 12% (p/v), sendo a 

polimerização catalisada pela adição de 0,045% (p/v) de APS e 0,2% (v/v) de TEMED.  

2- Após a polimerização do gel separador, vertia-se o gel concentrador preparado em 

concentração de 4% (p/v), tendo a sua polimerização catalisada por 0,12% (p/v) de APS e 

0,2% (v/v) de TEMED.  

3- Uma vez vertido o gel concentrador, introduzia-se o pente para permitir a formação dos 

poços. E uma vez polimerizado o gel era acoplado ao aparato de eletroforese. Antes da 

aplicação das amostras os poços eram lavados com tampão de corrida. 

4- Imediatamente antes da aplicação das amostras, procedia-se à fervura das mesmas em 

banho-maria a 100°C por 10 minutos.  
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5- Após a corrida do gel, de 50 a 80mA, o mesmo era submetido aos procedimentos de 

coloração com Comassie Briliant Blue (R-250) ou prata, especificados respectivamente no 

iten 4.2.14 de métodos. Ou, caso o objetivo fosse a realização de Western Blotting o gel era 

submetido è transferência para membrana de nitrocelulose, especificada no item 4.2.15 de 

métodos. 

 

4.2.14 – Coloração do gel de SDS-PAGE 

 

4.2.14.1 – Com Comassie Brilhant Blue R-250 

 

1- Após a eletroforese o gel era colocado em solução fixadora por 30 min, sob agitação, a 

temperatura ambiente. 

2- Descartava-se a solução anterior e incubava-se o gel com a solução de Comassie R-250 por 

no mínimo 2 horas, sob agitação. 

3- Aplicava-se a solução descorante em 4 etapas: 15 min, 45 min, 120 min, 120 min. 

Trocando-se a solução descorante a cada etapa. 

4- O gel era guardado em ácido acético 5%. 

 

4.2.14.2 – Com prata 

 

 A coloração com prata era feita com o kit PlusOne Silver Staining kit Protein (GE 

Healthcare) segundo instruções do fabricante. 

 

4.2.15 – Análise de proteínas por Western Blotting (adaptado de Sambrook et al., 

1989). 

 

Após a corrida, o gel de poliacrilamida era transferido para a membrana de 

nitrocelulose utilizando-se o sistema de transferência semi-seca com eletrodos de grafite 

(Pharmacia-LKB
®
).  
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1- Conforme instruções do fabricante, fazia-se um "sanduíche" de papéis de filtro, 

previamente embebidos em tampão de transferência contendo, nessa ordem, 6 papéis de filtro, 

a membrana, o gel e mais 6 papéis de filtro. 

2- O "sanduíche" era colocado entre os eletrodos de grafite e submetido a uma corrente 

elétrica de 0,8 mA/cm2 de membrana por 1h 40 min. 

3- Após este procedimento, a membrana, contendo as proteínas transferidas, era embebida em 

solução de bloqueio e incubada por 1 h à temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C. 

4- Removia-se a solução de bloqueio e lavava-se a membrana 3X com PBST 1X a 

temperatura ambiente.  

5- Incubava-se a membrana com o anticorpo primário, diluído em PBS 1X, por 1 a 2 horas sob 

agitação a 4ºC. 

6- Removia-se o anticorpo primário e lavava-se a membrana novamente 3X com PBST 1X. 

7- Incubava-se a membrana com o anticorpo secundário (conjugado a fosfatase alcalina), 

diluído em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitação a 4ºC.  

8- Removia-se o anticorpo conjugado e lavava-se a membrana 3X com PBST 1X e 

posteriormente 1X com 10mL de APB (tampão da fosfatase alcalina). 

9- Adicionava-se a solução reveladora (NBT/BCIP). O aparecimento das bandas coloridas era 

controlado visualmente. Após a reação, lavava-se a membrana com água destilada até retirar o 

excesso da solução reveladora e interromper a reação da enzima. Preservava-se a membrana 

seca, sobre papel filtro.  

 

4.2.16 – Análise de proteínas por Dot Blotting (adaptado de Sambrook et al., 1989). 

 

Quando de interesse adicionavam-se de 5 a 10 µL dos extratos protéicos obtidos na 

fermentação ou nas purificações diretamente a uma membrana de nitrocelulose. Com a 

membrana seca, contendo as proteínas ligadas, era realizado o mesmo procedimento de 

bloqueio e revelação descrito para o experimento de Western Blotting (4.2.15). 

 

4.2.17 – Purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade 

 

4.2.17.1 – Com IgG Sepharose® – scFvs 
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1- A coluna cromatográfica era montada com cerca de 5 mL de resina IgG Sepharose 

preparada anteriormente por Andrade e col. (2000). 

2- Após a montagem lavava-se a coluna com 5 volumes de PBS 1X para a retirada do etanol 

20% (v/v), no qual a resina estava estocada. 

3- A mesma era então sensibilizada com 3 volumes de ácido acético 0,5M pH 3,5. 

4- Lavava-se com mais 5 volumes de PBS 1X. 

5- Incubava-se o sobrenadante previamente filtrado e concentrado. 

6- Lavava-se a coluna com 10 volumes de PBS 1X. 

7- Para a eluição das proteínas ligadas adicionavam-se 5 volumes de ácido acético 0,5M pH 

3,5 coletando-se as amostras em microtubos do tipo Eppendorf de 1 em 1 mL.  

8- As amostras eram imediatamente neutralizadas com 100 µL Tris-HCl 1,5M pH 11,0, 

previamente colocados em cada tubo de coleta, para neutralização do pH.  

9- Lavava-se a coluna com mais 10 volumes de PBS 1X. 

10- Aplicava-se etanol 20%, no qual se estocava novamente a resina a 4ºC. 

11- Imediatamente após o fim da coleta, 5µL de cada amostra eram aplicados em uma 

membrana de nitrocelulose para análise por Dot Blotting, seguindo o protocolo do item 4.2.16 

de métodos. As amostras onde se detectavam proteínas eram passadas na coluna Centricon 

YM-10 (Amicon
®
), com membrana de exclusão para proteínas maiores que 10 kDa para 

diálise e concentração. 

 

4.2.17.2 – Com HiTrapTM Protein A HP 1mL (GE Healthcare®) – FvFcs 

 

1- Acoplava-se a coluna cromatográfica em uma bomba peristáltica. 

2- Após a montagem lavava-se a coluna com 10 volumes de tampão de ligação. 

3- Aplicava-se o sobrenadante previamente filtrado e concentrado. 

4- Lavava-se a coluna com 10 volumes de tampão de ligação.  

5- Para a eluição das proteínas ligadas adicionava-se 8 volumes de tampão de eluição 

coletando-se as amostras em microtubos do tipo Eppendorf de 1 em 1 mL.  

6- As amostras eram imediatamente neutralizadas com 100 µL Tris-HCl 1,5M pH 11,0, 

previamente colocados em cada tubo de coleta, para neutralização do pH.  

7- Lavava-se a coluna com mais 10 volumes de tampão de ligação. 
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8- Aplicava-se etanol 20%, no qual se estocava novamente a resina a 4ºC. 

9- Imediatamente após o fim da coleta, 5µL de cada amostra eram aplicados em uma 

membrana de nitrocelulose para análise por Dot Blotting, seguindo o protocolo do item 4.2.16 

de métodos. As amostras onde se detectavam proteínas eram passadas na coluna Centricon 

YM-30 (Amicon
®
), com membrana de exclusão para proteínas maiores que 30 kDa para 

diálise e concentração. 

 

4.2.18 – Purificação das proteínas recombinantes por Filtração em Gel 

 

Para filtração em gel foi utilizada a resina Superose 12 (GE Healthcare®), 

aproximadamente 25mL previamente montada e acoplada ao aparelho de FPLC (LKB – UV – 

MII, Pharmacia®). 

1- Lavava-se a coluna com 50mL de PBS 1X, filtrado e deaerado, num fluxo de 0,2mL/min. 

2- Aplicavam-se os padrões: inicialmente 200 µL do marcador Blue Dextran e, logo após sua 

entrada na coluna, aplicava-se uma mistura dos outros padrões (BSA, Anidrase carbônica e 

Citocromo C). 

3- Após a corrida com os marcadores aplicava-se novamente na coluna 200 µL do marcador 

Blue Dextran e 1 mL de sobrenadante previamente filtrado e concentrado conforme descrito 

anteriormente. 

4- A coluna era lavada com PBS 1X enquanto as amostras eram coletadas, em microtubos do 

tipo Eppendorf, com aproximadamente 2mL por microtubo. 

5- A coluna era lavada com 50 mL de PBS 1X e 100mL de água destilada filtrada e deareada, 

onde era estocada. 

6- A densidade óptica de cada amostra eluída e coletada foi medida na faixa de 230-320 ηm 

para análise da presença de proteínas. Aquelas em que foram detectadas a presença de 

proteínas eram analisadas por Dot Blotting, seguindo o protocolo do item 4.2.16 de métodos. 

 

4.2.19 – Análise de agregação das proteínas recombinantes 

 

Para testar a agregação das proteínas recombinantes as amostras eram centrifugadas 

em colunas Microcon YM-100, que exclui proteínas maiores que 100kDa. Caso o scFv ficasse 
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retido na membrana significava que estava agregado. Tanto a porção que passava na coluna, 

quanto a que ficava retida eram submetidas a precipitação com TCA, SDS-PAGE e Western 

Blotting (itens 4.2.12, 4.2.13 e 4.2.15 do tópico métodos). 

 

4.2.20 – Quantificação das proteínas utilizando o kit BCA 

 

Para quantificação das proteínas purificadas utilizou-se o kit – Ácido Bicincrônico 

(Pierce
®
). Para se obter a curva-padrão eram utilizadas diferentes concentrações de BSA, 

utilizado conforme instruções do fabricante. 

1- Adicionavam-se 100 µL de cada padrão diluído (25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 

µg/mL de BSA) e da amostra a ser quantificada em placas de microtitulação, tudo em 

triplicata. 

2- A essas amostras adicionavam-se 2mL de reagente WR presente no kit em cada. Incubava-

se a placa por 1 hora a 37°C. 

3- Após essa incubação determinava-se a absorbância a 450ηm utilizando-se PBS 1X como 

branco. 

A partir desses dados eram feitos os cálculos e a curva-padrão de BSA, a partir da qual 

podia-se estimar a concentração das proteínas recombinantes purificadas.  

 

4.2.21 – ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

 

Foram realizados ensaios do tipo ELISA de ligação direta, inibição e quantificação das 

proteínas recombinantes. Cada ensaio apresenta suas particularidades e estão descritos 

separadamente. Após cada lavagem as placas de microtitulalção (Falcon) eram invertidas 

sobre uma pilha de papel toalha e batidas vigorosamente até a retirada completa das soluções 

presentes. Durante as incubações as placas permaneciam fechadas para evitar a evaporação 

das soluções e todos eram revelados com pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1mg/mL dissolvido 

em APB, 100µL por poço e a revelação era lida no leitor de ELISA “Microplate Reader 

BioRad
®
” modelo 450 a um comprimento de onda de 405ηm. Os anticorpos utilizados estão 

detalhados na Tabela 3 do item 4.2.18. 
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4.2.21.1 – ELISA – Ensaio de quantificação dos FvFcs recombinantes 

 

1- Os poços de interesse na placa eram sensibilizados com o anticorpo feito em cabra anti-IgG 

humana H+L, diluído em PBS 1X 1:500, 100µL por poço, durante 2 horas a temperatura 

ambiente. 

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 150µL por poço. 

3- Bloqueava-se com solução de bloqueio, 150µL por poço, durante 1 hora a temperatura 

ambiente ou durante a noite a 4ºC. 

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com as amostras de interesse: sobrenadante de 

cultura ou FvFcs purificados. Como padrão utilizava-se IgG humana purificada (diluída na 

mesma solução que as proteínas recombinantes). Tudo era feito em diluições seriadas e em 

duplicatas. Incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente. 

5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo anti-Fc humano conjugado a 

fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatura ambiente. 

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampão para fosfatase alcalina (APB). 

7- Revelava-se e fazia-se os cálculos de concentração baseados na curva padrão de IgG 

humana, sempre desconsiderando os poços brancos (com PBS 1X em todas as etapas). 

   

4.2.21.2 – ELISA – Ensaio de ligação direta 

 

1- Os poços de interesse na placa eram sensibilizados ou com o veneno completo de Bothrops 

atrox (diluído em PBS 1X, 1µg por poço) ou com a PLA2 purificada (diluída em PBS 1X, 

100ηg por poço), durante 2 horas a temperatura ambiente. 

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 150µL por poço. 

3- Bloqueava-se com solução de bloqueio, 150µL por poço, durante 1 hora a temperatura 

ambiente ou durante a noite a 4ºC. 

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com as amostras de interesse: sobrenadante de 

cultura ou FvFcs purificados. Como controle positivo utilizava-se o próprio anticorpo 

monoclonal anti-PLA2 purificado (diluído na mesma solução que as proteínas recombinantes). 

Tudo era feito em diluições seriadas e em duplicatas. Incubava-se por 2 horas a temperatura 

ambiente. 
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5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo anti-Fc humano conjugado a 

fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatura ambiente. Os poços do controle positivo 

eram incubados com o anticorpo anti-IgG camundongo conjugado a fosfatase alcalina.  

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampão para fosfatase alcalina (APB). 

7- Revelava-se e a ligação dos FvFcs recombinantes era comparada ao anticorpo monoclonal. 

 

4.2.21.3 – ELISA – Ensaio de inibição 

 

1- Os poços de interesse na placa eram sensibilizados ou com o veneno completo de Bothrops 

atrox (diluído em PBS 1X, 1µg por poço) ou com a PLA2 purificada (diluída em PBS 1X, 

100ηg por poço), durante 2 horas a temperatura ambiente. 

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 150µL por poço. 

3- Bloqueava-se com solução de bloqueio, 150µL por poço, durante 1 hora a temperatura 

ambiente ou durante a noite a 4ºC. 

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo monoclonal anti-PLA2 em 

diluições seriadas, durante 1 hora a temperatura ambiente. 

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com as amostras de interesse: sobrenadante de 

cultura ou FvFcs purificados. Tudo em duplicatas. Incubava-se por 2 horas a temperatura 

ambiente. 

5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo anti-Fc humano conjugado a 

fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatura ambiente.  

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampão para fosfatase alcalina (APB). 

7- Revelava-se e a inibição da ligação dos FvFcs recombinantes ao antígeno era comparada ao 

aumento da concentração do anticorpo monoclonal. 
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5 – Resultados e Discussão 

 

5.1 – Humanização por transplante de CDR 

 

 A busca pelo melhoramento dos anticorpos monoclonais (mAbs) de uso terapêutico é 

hoje um dos grandes alvos do mercado de biofármacos mundial (Kashmiri et al., 2005). O 

processo de humanização visa a redução do máximo possível de resíduos de aminoácidos 

murinos nesses anticorpos sem que para isso percam sua afinidade pelo antígeno (Morrison et 

al., 1984). 

 Por isso, na tentativa de se obter um anticorpo com o mínimo de resíduos murinos a 

técnica de humanização utilizada nesse trabalho foi a de transplante dos CDRs murinos para 

arcabouços humanos em configuração germinal (Caldas et al., 2000), para que se mantivesse 

todo o arcabouço das porções variáveis VH e VL humanos e apenas as CDRs murinas. 

 Para isso, inicialmente foi feito o sequenciamento dos genes que codificavam os 

domínios variáveis leve (VL) e pesado (VH) do mAb anti-PLA2 isolado do hibridoma por PCR 

usando iniciadores específicos segundo Caldas, 1999. Verificou-se que o VH e VL desse 

anticorpo pertenciam as famílias de imunoglobulinas VH 36-60 e Vκ 21-2, respectivamente. 

Essas seqüências do VH e do VL murinos foram submetidas a comparações com seqüências de 

imunoglobulinas germinais humanas depositadas nos bancos de dados, a fim de se obter 

aquelas cadeias humanas mais similares. 

 A partir dessas comparações foram escolhidos dois arcabouços humanos, um para o 

VH e outro para o VL, que eram mais similares às seqüências murinas. Os arcabouços 

humanos escolhidos pertencem as famílias VH4/JH6 para o VH e B3/Jκ4 para o VL, que 

apresentam 82,3% e 84,2% de identidade de seqüência com o arcabouço murino, 

respectivamente. Após análise de similaridade dos resíduos dos arcabouços descritos como 

mais importantes na manutenção da especificidade (Padlan, 1994) e observação de modelos 

tridimensionais decidiu-se manter todo o arcabouço humano germinal, sem qualquer 

alteração. As seqüências de VH e VL humanizadas propostas, contendo os arcabouços 

humanos mais similares e as CDRs murinas estão esquematizadas na Figura 8. 
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                               10        20        30        40        50        60       70              
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
VH proposta           .QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITS-DYAWNWIRQHPGKGLEWIGYISYSGTTSYNPSLKSRV  
VH 36-60 (murino)     -L...KQ..........S.......T......-.........F..NK...M..................I  
VH4-31 (humano)       ...........................G..S.GG.Y.S................Y...S.Y.........   
 
                               80        90       100       110       120       
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
VH proposta           TISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARSYYGNYGGFFDYWGQGTTVTVSS  
VH 36-60 (murino)     S.TR.......F.Q.N...TE...TF..................L...L....  
VH4-31 (humano)       ..............................   
JH4                                                         Y........L.....  

 
 

 

                               10        20        30        40        50        60  
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
VL proposta           .DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYG--LSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTASN  
VL Vκ 21-2 (murino)   .........A.......Q..P.S...........--......F.................  
sp|P06312| (humano)   ........................KS.Q..LYSSNNKNYLA...............W..T  
 
                               70        80        90       100       110        
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
VL proposta           QGFGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQTKEVPPTFGGGTKVEIK  
VL Vκ 21-2 (murino)   ......A...........S.N.HPMEED.T.M.F................L...  
sp|P06312| (humano)   RES..................................YYST.  
JK4                                                             L...........   
 

 

Figura 8. Alinhamentos do VH (a) e do VL (b) propostos com as seqüências humanas 
germinais mais similares as murinas. No alinhamento estão as seqüências humanizadas 
propostas, as seqüências murinas originárias do hibridoma, as seqüências humanas 
germinais mais similares e as regiões J humanas mais similares. Os pontos representam 
resíduos de aminoácidos idênticos e as CDRs, delimitadas de acordo com a numeração de 
Kabat et al., 1991, estão ressaltadas com fundo azul. 

 

 

As versões humanizadas propostas apresentam 23 resíduos não-humanos no VL e 9 no 

VH, o que corresponde a menos de 13% da seqüência total. Segundo Hwang e Foote, 2005, 

quanto menor a porcentagem de resíduos murinos nas seqüências humanizadas menores são as 

respostas contra o tratamento, portanto uma porcentagem tão baixa provavelmente levará a 

uma resposta negligível ou no mínimo tolerável, uma vez que alguns dos anticorpos 

humanizados já aprovados pela FDA para uso clínico apresentam mais de 10% de resíduos 

murinos em suas seqüências, como o anti-IL2 Zenapax® -PDL- usado no tratamento de 

rejeição a transplantes, que possui 12% de resíduos murinos (Kim et al., 2005), e outros com 

porcentagem ainda maior como o anti-fator de crescimento vascular endotelial Avastin®- 

    a 

    b 



 54 

Genentech – usado no tratamento de cânceres que possui 20% de resíduos murinos em sua 

seqüência (Presta et al., 1997). 

 Os genes codificadores das versões de VH e VL humanizadas foram sintetizados 

quimicamente pela empresa GenScript (http://genscript.com ) após as alterações para inserção 

dos sítios de restrição iniciais e finais e análises dos códons preferencialmente mais expressos. 

Nesses genes foram escolhidos os melhores codóns para expressão tanto em Pichia pastoris 

quanto em Cricetulus griseus (Hamster chinês) para expressão na célula de mamífero CHO, já 

que segundo Hu e colaboradores (2006), o uso de codóns preferenciais pode aumentar em até 

5 vezes o nível de expressão de proteínas recombinantes. Os genes vieram inseridos no 

plasmídio pUC 57.  

 

5.2 – Inserção dos sítios de restrição nas seqüências variáveis murinas 

 

 Para que fosse possível realizar as manipulações com os genes codificadores do VH e 

VL murinos foi necessário o desenho de oligonucleotídeos específicos para a inserção dos 

sítios de restrição iniciais e finais nessas seqüências (item 4.1.12). Os sítios de restrição 5’ e 3’ 

são, nas seqüências de VH, Xma I e Xba I, e nas seqüências de VL, Bgl II e Nco I, 

respectivamente. 

A amplificação do VH e VL murinos com esses iniciadores foi feita utilizando-se a 

técnica de PCR (item 4.2.7). O resultado dessa amplificação pode ser visto na Figura 9.  

                                                                 1               2           3 

                                           

Figura 9. Amplificações do VH e VL murinos para inserção dos sítios de restrição. Gel 
de agarose 0,8% mostrando a amplificação por PCR das versões murinas do VH e do VL 
do anti-PLA2. 1-VH, 2-VL e 3-Marcador de massa molecular 1kb Plus DNA ladder 
(Invitrogen®). 

 

400 pb 
300 pb 
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Após os testes de controles negativos, como com o uso de um só iniciador ou a 

realização da PCR sem o DNA molde, os fragmentos obtidos demonstrados acima foram 

extraídos e purificados do gel de agarose (item 4.2.4).  

Esses fragmentos foram então inseridos no vetor comercial pGEM-T EASY 

(Promega), segundo instruções do fabricante, e seqüenciados novamente para confirmação da 

inserção dos sítios e para que se pudesse então iniciar as construções dos fragmentos de 

anticorpos anti-PLA2. 

 

5.3 – Construção dos fragmentos de anticorpos scFvs e clonagem no 

vetor de expressão em Pichia pastoris 

 

Para se fazer a construção e expressão, tanto da versão humanizada quanto da murina, 

foi escolhido inicialmente o modelo de expressão de cadeia única, o scFv (fragmento variável 

de cadeia única) que apresenta um peptídeo conector flexível unindo o carboxi-terminal do 

VH com o amino-terminal do VL em um arranjo monocistrônico que mantém a especificidade 

de ligação ao antígeno (Maranhão e Brígido, 2001).  

As vantagens de se usar o modelo scFv são a maior facilidade de manipulação gênica, 

alta capacidade de penetração nos tecidos quando comparado ao anticorpo inteiro e 

manutenção da capacidade de reconhecimento e ligação ao antígeno, podendo levar à 

formação de imunocomplexos e eliminação desses antígenos (Damasceno et al., 2004). 

Características que se mostraram positivas para o tipo de atividade que se procura para os 

anticorpos antiveneno, que não buscam a função efetora dos anticorpos, especialmente para o 

anti-PLA2, que necessita penetrar no tecido muscular que está sendo alvo de degradação por 

essa fosfolipase.  

As manipulações para construção dos scFvs, murino e humanizado, foram feitas 

inicialmente no plasmídeo bacteriano pIg16 Z22 (Brígido et al., 1993) por meio da 

substituição do VH e VL do anti-Z-DNA, presente no plasmídio, pelas cadeias anti-PLA2, 

tanto murinas quanto humanizadas. Após a montagem dos dois scFvs esses foram então 

transferidos para o vetor de expressão em Pichia pastoris pPIg LE que apresenta, além de 

outras coisas, a região de integração ao locus HIS4 dessa levedura. Essas clonagens estão 

esquematizadas na Figura 10. 
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Figura 10. Representação esquemática das clonagens de transferência dos scFvs para 
o pPIg LE. Os scFvs murino (azul) e humanizado (verde) fusionados à proteína A - SpA 
(vermelho) foram transferidos do plasmídio bacteriano pIg 16, utilizado para a construção 
desses scFvs, para o vetor de expressão em P. pastoris pPIg LE, resultando nos vetores 
finais contendo os scFvs anti-PLA2. Xma I e EcoR I sítios de clonagem dos scFvs 
fusionados a SpA  

 

5.4 – Expressão dos scFvs em Pichia pastoris 

 

Xma I EcoR I 

     VH                      VL          spA 

scFv α-PLA2 
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5.4.1 – Transformação da P. pastoris e seleção dos clones recombinantes 

 

Vários fragmentos de anticorpos, principalmente scFvs, já foram expressos em E. coli, 

entretanto, como na maioria das vezes esse fragmento fica retido no periplasma da bactéria o 

rendimento do scFv purificado é baixa, em geral em torno de microgramas de proteína por 

litro de cultura (Freyre et al., 2000 e Damasceno et al., 2004). Já a produção de scFvs em 

Pichia pastoris é bem mais elevada chegando a atingir taxas de produção de gramas de 

proteína final purificada por litro de cultura (Freyre et al., 2000). Por isso foi escolhida essa 

levedura para a expressão dos scFvs recombinantes anti-PLA2. 

Após as finalizações das clonagens os plasmídios contendo os scFvs murino e 

humanizado foram preparados e foram realizadas as transformações em P. pastoris (itens 

4.2.8 e 4.2.9). A linhagem escolhida foi a GS115 que é um mutante auxotrófico para a 

proteína HIS4 (his4) não sendo capaz de produzir a enzima histidinol desidrogenase, sendo 

dependente da adição de histidina para cultivo. 

Para a transformação os plasmídeos obtidos foram linearizados com a enzima de 

restrição Sal I. O sítio de restrição desta enzima localiza-se dentro do gene HIS4, 

possibilitando a integração do vetor no locus his4 por meio de recombinação homóloga 

restaurando o fenótipo His+. Este evento faz com que os clones transformantes expressem a 

enzima histidinol desidrogenase, o que restaura a capacidade destas leveduras de crescerem 

em meio deficiente em histidina (marca auxotrófica). 

Após a eletroporação os transformantes foram semeados em placas com meio MD 

(meio mínimo com glicose) para selecionar somente aqueles que foram efetivamente 

transformados e se tornaram capacitados a crescerem em meio sem histidina. Posteriormente 

alguns clones foram repicados serialmente em duas placas, uma com meio MM (meio mínimo 

com metanol) e outra com meio MD, para indução da expressão do gene codificador da 

proteína recombinante nas placas MM. Dessa forma, foi feita a seleção das colônias positivas 

(que expressaram os scFvs) por meio de Colony Blotting (item 4.2.10). O resultado desta 

indução pode ser observado na Figura 11. 
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Figura 11. Imunodetecção de colônias produtoras de scFv recombinante. Em (a) com o 
vetor contendo o scFv murino e em (b) com o scFv humanizado. As colônias foram 
transferidas para a membrana de nitrocelulose e reveladas usando IgG de coelho, que se 
liga a proteína A fusionada aos scFvs, e anti-IgG de coelho conjugado à fosfatase alcalina. 
Os clones que estavam expressando a proteína recombinante aparecem revelados nas 
membranas. Setas: clones escolhidos para as fermentações. 

 

 

5.4.2 – Produção dos scFvs recombinantes e cinética de indução 

 

Dois clones de cada scFv, sinalizados na Figura 10, foram escolhidos para as 

fermentações em frasco. Cada clone escolhido foi crescido em 100mL de meio BMGY e 

depois de 48h de crescimento o meio era trocado para o meio de indução BMMY (item 

4.2.11). Inicialmente foi realizado um experimento de cinética de indução da proteína 

recombinante, com um clone de cada scFv para determinação do melhor tempo de coleta do 

sobrenadante da cultura de P. pastoris. 

Para identificar o melhor ponto da cinética de indução para a coleta dos sobrenadantes, 

isto é, o tempo com maior expressão dos scFvs, as amostras de sobrenadante coletadas tinham 

suas proteínas precipitadas com TCA 100% e ressuspendidas em tampão de amostra. Em 

seguida as proteínas eram submetidas à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) e analisadas por Western blotting (itens 4.2.12 a 4.2.15). Para a detecção dos 

scFvs recombinantes utilizou-se IgG de coelho, que reconhece a proteína A conjugada aos 

scFvs, como anticorpo primário, anti-IgG de coelho conjugado à fosfatase alcalina como 

secundário e a revelação foi feita com NBT/BCIP.  

    a     b 
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O tamanho esperado para scFvs conjugados a proteína A é de aproximadamente 35 

kDa, entretanto a massa molecular aparente dos fragmentos observados para os scFvs anti-

PLA2 foi de aproximadamente 45 kDa, o que já foi observado para outros scFvs produzidos 

anteriormente pelo grupo, como o scFv anti-CD18 e o anti-Z-DNA. A expressão dos scFvs 

anti-PLA2 nos diferentes tempos de indução está apresentada na Figura 12.  

Além disso, foi detectada também uma maior quantidade de proteína recombinante nos 

tempos de 24 e 48 horas de indução, desta maneira, esses tempos foram escolhidos para a 

produção em maior escala (200 a 400mL) dos dois clones de cada scFv recombinante 

escolhidos anteriormente (Figura 13). 
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Figura 12. Produção das proteínas recombinantes em células de Pichia pastoris em 
diferentes tempos de indução. Os sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 18, 24, 48 e 96 
horas das fermentações dos scFvs foram analisados por SDS-PAGE 10% corados com 
Comassie Brilhant Blue (a e c) e Western Blottings revelados conforme descrito para o 
Colony Blotting (b e d). (a e b) Análises dos scFvs murinos. (c e d) Análises dos scFvs 
humanizados. C+: controle positivo - scFv anti-Z-DNA fermentação tempo 48h, M: 
marcador molecular (Bench MarkerTM para os Comassies e Bench MarkerTM Prestained 
para os Westerns – Invitrogen®). Setas azuis: scFvs recombinantes com aproximadamente 
45 kDa. 

 

 

                

 

                 

Figura 13. Produção em larga escala das proteínas recombinantes por células 
de Pichia pastoris. Os sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 24 e 48 horas das 
fermentações em maior escala dos scFvs foram analisados por SDS-PAGE 10% 
corados com Comassie Brilhant Blue (a e c) e Western Blottings revelados 
conforme descrito para o Colony Blotting (b e d). (a e b) Análises dos scFvs 
murinos. (c e d) Análises dos scFvs humanizados. C-: controle negativo - proteína 
não relacionada. C+: controle positivo - scFv anti-Z-DNA fermentação tempo 48h, 
M: marcador molecular (Bench MarkerTM para os Comassies e Bench MarkerTM 
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Prestained para os Westerns – Invitrogen®). Setas azuis: scFvs recombinantes com 
aproximadamente 45 kDa. 
 
 
 

Não foi observada nenhuma atividade proteolítica sobre os scFvs anti-PLA2 nesta 

etapa e uma pequena degradação no scFv anti-Z-DNA – C+, indicando que a associação dos 

inibidores de proteases utilizados, como EDTA e PMSF, aliados ao uso de casaminoácidos no 

meio de cultura de indução, resultou na minimização da degradação e conseqüente aumento 

do rendimento obtido, assim como observado por Shi e colaboradores (2003). 

 

5.5 – Purificação dos scFvs recombinantes 

 

5.5.1 – Cromatografia de afinidade – IgG Sepharose 

 

A proteína A é um polipeptídeo que compõe a parede celular da bactéria 

Staphylococcus aureus. Contém vários domínios de ligação a IgG que continuam livres 

mesmo quando a proteína é imobilizada em uma resina (geralmente agarose) ou conjugada a 

outras proteínas (Vanamala et al., 2003). Assim sendo, uma proteína recombinante conjugada 

a proteína A pode se ligar à pelo menos duas moléculas de IgG, o que facilita a detecção e 

purificação da proteína recombinante de interesse. No caso deste trabalho os scFvs murinos e 

humanizados anti-PLA2 foram ligados a um só domínio da proteína A, o domínio B (Brígido 

et al., 1993).  

Após as fermentações em maior escala os sobrenadantes finais foram submetidos à 

filtragem em membranas Millipore 0,45µm e concentração de 10 a 50 vezes. O concentrado 

final foi então purificado em cromatografia de afinidade em coluna contendo a resina IgG 

Sepharose. Essa coluna é uma resina caseira preparada anteriormente por Andrade e 

colaboradores (2000) que apresenta IgG humana conjugada a resina Sepharose e a purificação 

foi realizada conforme descrito no item 4.2.17.1. A presença da proteína recombinante nas 

frações coletadas era observada por Dot Blotting, onde 3 a 5µL de cada fração eram aplicados 

a membrana de nitrocelulose e revelados com IgG de coelho e anti-IgG de coelho conjugado a 

fosfatase alcalina (item 4.2.16).  
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A análise das purificações dos scFvs por cromatografia de afinidade demonstrou que, 

apesar de se obter uma pequena porcentagem de proteína pura, grande parte dos scFvs 

recombinantes não se ligava a coluna cromatográfica, especialmente os scFvs murinos (Figura 

14). 

  

 

         

Figura 14. Imunodetecção dos scFv recombinantes durante a purificação em coluna 
IgG Sepharose. Três microlitros de cada fração coletada durante as purificações de cada 
uma das duas fermentações em larga escala foram aplicados em membrana de nitrocelulose 
e a presença dos scFvs recombinantes foi detectada com IgG de coelho e anti-IgG de 
coelho conjugado a fosfatase alcalina. Em (a) scFvs murinos. Em (b) scFvs humanizados. 
Retângulos verdes: frações que não ficaram retidas na coluna. Retângulos azuis: frações 
eluídas da coluna que apresentam o scFv. Demais pontos: frações de lavagens. Setas: 
Controles positivos (scFv anti-Z-DNA). 

 

 

 As frações de eluição onde se detectou a presença dos scFvs pelo Dot Blotting foram 

concentradas em colunas - Centricon YM-10 (Millipore), com capacidade de exclusão de 

10kDa, e tiveram seu tampão trocado para PBS 1X. Para se verificar a pureza das proteínas 

recombinantes purificadas uma fração do material concentrado e dialisado foi submetido a 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) e analisado por Western 

blotting. Essa análise possibilitou a detecção de um elevado grau de pureza dos scFvs 

humanizados purificados, porém uma baixa quantidade de proteína (Figura 15) e não foi 

a b 

scFvs murinos   scFvs humanizados 
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possível detectar os scFvs murinos, devido a baixa concentração de proteína (dado não 

mostrado). 

 
 
 
 
 
 
Figura 15. Análise dos scFvs humanizados purificados. As frações purificadas e 
dialisadas dos dois scFvs humanizados foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado com 
Comassie Brilhant Blue (a) e Western Blotting revelado com IgG de coelho e anti-IgG de 
coelho conjugado a fosfatase alcalina (b). M: marcador molecular (Bench MarkerTM para o 
Comassie e Bench MarkerTM Prestained para o Western – Invitrogen®).  

 

 

A partir desses dados verificou-se a necessidade de otimização dessa purificação, já 

que as quantidades de scFvs purificados obtidas não eram suficientes para realização dos 

testes de afinidade desses anticorpos pela fosfolipase A2. Foram feitas então várias tentativas 

de se aumentar a eficiência da purificação, como alterações no pH dos tampões de lavagem 

(aumento do pH) e de eluição (aumento e diminuição do pH) durante a purificação, já que 

segundo Woo e colaboradores, 2006, mudanças no pH podem alterar a solubilidade das 

proteínas e conseqüentemente a eficiência da purificação. A temperatura de realização da 

purificação também foi diminuída de temperatura ambiente para 4ºC, como feito por Andrade 

e colaboradores, 2000, na tentativa de se aumentar a estabilidade da proteína. E também o 

aumento da quantidade de resina utilizada. Entretanto nenhuma dessas alternativas se mostrou 

eficiente nessa otimização. Decidiu-se então buscar uma outra metodologia de purificação 

utilizando-se uma coluna de filtração em gel. 

 

 a b 
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5.5.2 – Filtração em gel 

 

Para a realização da cromatografia por filtração em gel foi utilizada a resina Superose 

12 (GE Healthcare) acoplada ao aparelho de FPLC (LKB – UV – MII, Pharmacia®). 

Inicialmente eram aplicados os padrões de massa molecular Blue Dextran (2.000kDa), BSA 

(66kDa), Anidrase Carbônica (29kDa) e Citocromo C (12,4kDa) (item 4.2.18). O aparelho 

estava acoplado a um espectofotômetro que detectava as absorbâncias das amostras numa 

densidade óptica de 250 a 300ηm (Figura 16). Os picos das amostras padrão revelam a faixa 

de separação conseguida.  
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Figura 16. Perfil cromatográfico da eluição de padrões de massa molecular em coluna 
Sepharose 12 (Gel Filtração). Os picos correspondem a Blue Dextran (2.000kDa), BSA 
(66kDa), Anidrase Carbônica (29kDa) e Citocromo C (12,4kDa), respectivamente.  

 

 

Após a passagem dos padrões era aplicado novamente o Blue Dextran seguido do 

sobrenadante de cultura dos scFvs recombinantes, filtrados e concentrados. Nesse 

experimento o pico de eluição dos scFvs era anterior ao pico de saída do Blue Dextran (Figura 

17) o que também foi percebido na análise de Dot Blotting com as frações que formaram picos 

na cromatografia (Figura 18), sugerindo que o baixo rendimento nas diferentes tentativas de 

purificação desses scFvs se devia ao fato de que esses fragmentos estavam formando grandes 

agregados no sobrenadante de cultura. Supomos assim que essa agregação fazia com que os 

    2000 kDa 

       66 kDa 

        29 kDa 

    12,4 kDa 
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scFvs fossem excluídos e passassem por fora de todas as colunas cromatográficas, tanto de 

afinidade quanto de filtração em gel, explicando os baixos rendimentos das purificações.  

 

  

Figura 17. Perfil cromatográfico dos fragmentos scFvs recombinantes produzidos em 
P. pastoris em FPLC. 500 µL do sobrenadante de cultura concentrado foram aplicados na 
coluna e a densidade ótica de cada amostra coletada, de 1 em 1 mL, era lida numa faixa de 
250-300 ηm. O primeiro grande pico observado corresponde aos scFvs agregados, seguidos 
do Blue Dextran e das demais proteínas presentes no sobrenadante de cultura.  
 
 

 

 

        

Figura 18. Análise por Dot Blotting das frações que apresentaram picos durante a 
filtração em gel. Cinco microlitros das frações 1 a 15, 20 a 25 e 30 a 35 de cada uma das 
cromatografias foram aplicados em uma membrana de nitrocelulose e a presença dos scFvs 
recombinantes foi detectada com IgG de coelho e anti-IgG de coelho conjugada a fosfatase 
alcalina. O scFv murino (a)  foi detectado nas frações 5 a 12, destacadas em verde, e o scFv 
humanizado (b) nas frações 8 a 11, destacadas em azul. Setas: Controles positivos (scFv 
anti-Z-DNA). 
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5.6 – Agregação de scFvs no sobrenadante da fermentação em Pichia 

pastoris 

 

 A partir dos dados observados com a cromatografia de filtração em gel percebeu-se 

que estava ocorrendo a agregação das proteínas recombinantes no sobrenadante de cultura 

durante a fermentação em Pichia pastoris. Segundo Woo e colaboradores (2006) essa 

agregação está relacionada aos mesmos fatores que levam a agregação de algumas proteínas 

purificadas, como a insulina e o hormônio de crescimento. Esses fatores são a agitação, 

temperaturas elevadas, formação de espuma e presença de agentes caotrópicos. E durante a 

fermentação da levedura Pichia pastoris a agitação é elevada (250 a 280 rpm), a temperatura 

também é relativamente alta (28ºC) e ocorre a formação de muita espuma devido a 

metabolização do metanol pela levedura, o que explica a agregação observada durante a 

indução da produção de proteínas recombinantes. 

 Os fatores que podem agravar essa agregação são, por exemplo, a hidrofobicidade da 

proteína e o seu tamanho, quanto menores as proteínas produzidas maiores suas chances de 

sofrer agregação. Devido provavelmente ao seu tamanho reduzido outras agregações de scFvs 

já foram observadas como descrito por Harrison e colaboradores (1998) e Woo e 

colaboradores (2006). No caso dos scFvs anti-PLA2 deveu-se também provavelmente ao seu 

tamanho reduzido, já que por análises feitas com o programa Expasy 

(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html) a partir das seqüências de aminoácidos dos scFvs 

esses apresentam pontos isoelétricos neutros, sendo 7,4 para o scFv murino e 6,8 para o scFv 

humanizado. 

 Várias alterações no meio de cultura e em algumas variáveis durante a fermentação já 

foram testadas para se reduzir a agregação das proteínas recombinantes durante a fermentação 

em P. pastoris. Dentre essas estão a diminuição da temperatura de fermentação durante a 

indução entre 15 a 20ºC, diminuição do pH do meio de cultura de indução (Woo et al., 2006), 

uso de antiespumantes (Harrison et al., 1998) e adição de Arginina (Arakawa et al., 2007) ou 

Tween no meio de cultura de indução (Woo et al., 2006).  

Dentre esses testes os que obtiveram melhores resultados foram aqueles que 

adicionaram Tween 20 ao meio de cultura ou às amostras purificadas, reduzindo-se a 

agregação durante a fermentação em P. pastoris, como demonstrado por Woo e colaboradores 
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(2006), que conseguiram reduzir a agregação de uma imunotoxina bivalente anti-células T 

humanas (usada no tratamento de leucemias de células T) de 64% para 5% na fermentação de 

P. pastoris em bioreator com o uso de 0,02% de Tween 20. Ou em proteínas já purificadas, 

como descrito por Chou e colaboradores (2005), que demonstraram que tanto o Tween 20 

quanto o Tween 80 inibem a agregação da proteína recombinante albutropina, e Bam e 

colaboradores (1998) que demonstraram que o uso de Tween 20 aumenta a estabilidade do 

hormônio de crescimento humano recombinante purificado. 

  Sabendo disso as fermentações dos scFvs recombinantes anti-PLA2 foram repetidas 

com a mudança de alguns fatores. A temperatura de indução foi reduzida de 28ºC para 20ºC, 

foi adicionado antiespumante a cada 24 horas e foram feitos testes com Arginina 0,4M e 

0,02% de Tween 20. Esses testes demonstraram que a adição de Arginina impediu o 

crescimento da levedura, pois a densidade ótica da cultura não aumentou durante todo o 

processo de indução (Tabela 4), além de diminuir a expressão das proteínas recombinantes 

consideravelmente (Figura 19). 

 

 

Tabela 4. Densidade ótica a 600ηm das fermentações com arginina. 

                   scFv murino 

   sem arginina        com arginina 

              scFv humanizado 

   sem arginina         com arginina 

0h de indução 10,47 10,72 11,02 10,48 

24h de indução 19,53 11,20 21,87 11,00 

48h de indução 27,50 10,68 31,52 10,56 

72h de indução 38,33 10,43 40,25 11,02 
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Figura 19. Análise da influência da adição de Arginina 0,4M no meio de cultura na 
produção dos scFvs recombinantes.  Uma fração do sobrenadante de cultura das 
fermentações realizadas com adição de Arginina 0,4M foi precipitada com TCA 100%, 
submetida a eletroforese com gel desnaturante de poliacrilamida e transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose. Os Westerns Blottings foram revelados com IgG de coelho e 
anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina. Em (a) fermentações sem adição de 
arginina demonstrando a expressão dos scFvs recombinantes e em (b) fermentações com 
adição de arginina, que inibiu a produção do scFv murino e reduziu a de scFv humanizado. 
M: marcador molecular Bench MarkerTM Prestained – Invitrogen®. C+: controle positivo - 
scFv anti-Z-DNA.  

 

  

Já a adição de Tween 20 não alterou o crescimento da levedura durante o processo de 

indução, pois a concentração celular aumentou durante o período de indução assim como na 

fermentação sem adição de agentes surfactantes (dado não mostrado). Entretanto, foi 

observado que apesar de não haver alteração ou inibição da expressão dos scFvs 

recombinantes a adição de Tween 20 não reduziu significativamente a agregação dos scFvs, 

especialmente para o scFv murino (Figura 20). Para se fazer o teste da agregação uma fração 

dos sobrenadantes de cultura foi submetida a centrifugações em colunas Microcon YM-100 

(Millipore), que possui a capacidade de exclusão de moléculas maiores que 100kDa. Sendo 

assim, caso os scFvs estivessem agregados ficariam retidos na coluna, caso não houvesse 

agregação passariam pela membrana.  
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Figura 20. Análise da influência da adição de 0,02% de Tween 20 no meio de cultura 
na produção (a) e na agregação (b) dos scFvs recombinantes.  Em (a), frações do 
sobrenadante de cultura das fermentações realizadas com adição de 0,02% de Tween 20, 
nos tempos indicados foram precipitadas com TCA 10%, submetida a eletroforese com 
gel desnaturante de poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. O 
Western Blotting foi revelado com IgG de coelho e anti-IgG de coelho conjugado a 
fosfatase alcalina. Demonstrando que a produção dos scFvs recombinantes não foi 
alterada. Em (b), um mililitro dos sobrenadantes era passado em colunas Microcon YM-
100 (Millipore) para se verificar a agregação. Após o teste as amostras que ficaram 
retidas e que passaram na coluna foram precipitadas e o Western Blotting foi revelado 
como descrito anteriormente. M: marcador molecular Bench MarkerTM Prestained – 
Invitrogen®. NA: frações não-agregadas. Ag: frações agregadas. M: marcador molecular 
Bench MarkerTM Prestained – Invitrogen®. C+: controle positivo - scFv anti-Z-DNA.  

 

                     

 Após esse teste os sobrenadantes finais das fermentações com Tween 20 foram 

filtrados e concentrados. O volume final concentrado foi passado na coluna Microcon-100 

para retirada dos agregados e o filtrado foi purificado por cromatografia de afinidade 

utilizando IgG Sepharose, como já descrito anteriormente. O resultado dessa purificação 

demonstrou que, apesar de se ter diminuído um pouco a agregação com o uso de Tween, a 

fração de proteínas puras ainda não era suficiente para realização dos testes de afinidade dos 

fragmentos de anticorpos anti-PLA2 ao seu antígeno (dado não mostrado). 

 A partir de todos esses dados foi decidido alterar a forma do fragmento de anticorpo a 

ser produzido para o FvFc, que se trata de um dímero de uma porção variável ligada as 

porções constantes da cadeia pesada CH2-CH3 (ver tópico 1.5, Figura 5). Para que dessa 
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forma se aumentasse o tamanho da molécula o que reduz a sua agregação, como mencionado 

por Woo e colaboradores 2006. 

 

5.7 – Expressão do FvFc anti-PLA2 humanizado em Pichia pastoris 

 

5.7.1 – Construção do FvFc humanizado 

 

 Para se alterar a forma do fragmento de anticorpo anti-PLA2 produzido a porção 

constante da cadeia pesada CH2-CH3 foi transferida do vetor pPIg16 Z22FvFc para o pPIg 

LE scFv humanizado anti-PLA2, substituindo a proteína A (Figura 21). Essa substituição não 

foi realizada para o scFv murino pois sua seqüência apresenta sítios internos para as duas 

enzimas de restrição utilizadas nessa transferência, Xho I e EcoR I. Além de vários outros 

sítios que dificultaram posteriores manipulações. 

 

  

 

 

 
 
Figura 21. Representação esquemática da clonagem de transferência da porção CH2-
CH3 para o pPIg LE. A porção constante da cadeia pesada CH2-CH3 foi transferida do 
plasmídeo pPIg 16 Z22 FvFc (Andrade et al., 2000) para o vetor de expressão em P. 
pastoris pPIg LE que já continha o scFv humanizado anti-PLA2, retirando deste a proteína 
A. Xho I e EcoR I sítios de clonagem utilizados para essa transferência de cadeias. 

Xho I 
 CH2              CH3 

EcoR I 
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5.7.2 – Transformação da P. pastoris e seleção dos clones recombinantes produtores 

de FvFc 

 

Conforme descrito para os scFvs, após a realização da construção do plasmídeo 

contendo o FvFc humanizado ele foi linearizado com a enzima de restrição Sal I e foi 

realizada a  transformação em P. pastoris, conforme tópicos 4.2.8 e 4.2.9 de Métodos. A 

linhagem utilizada também foi a GS115 e a forma de selecionar os clones transformantes 

também foi pela capacidade de crescimento dessa levedura em meio sem histidina após a 

recombinação homóloga do plasmídeo. 

Após a eletroporação os transformantes foram semeados em placas com meio MD 

(meio mínimo com glicose) para selecionar somente aqueles que foram efetivamente 

transformados e se tornaram capacitados a crescerem em meio sem histidina. Posteriormente 

alguns clones foram repicados serialmente em duas placas, uma com meio MM (meio mínimo 

com metanol) e outra com meio MD, para indução da expressão do gene codificador da 

proteína recombinante nas placas MM. Dessa forma, foi feita a seleção das colônias positivas 

(que expressaram os FvFcs) por meio de Colony Blotting (item 4.2.10). No caso do FvFc a 

revelação das membranas ocorre com o uso do anticorpo anti-Fc humano, que reconhece a 

região CH2-CH3, conjugado a fosfatase alcalina. O resultado desta indução pode ser 

observado na Figura 22. 

 

                                          

Figura 22. Imunodetecção de colônias produtoras de FvFc humanizado recombinante. 
As colônias foram transferidas para a membrana de nitrocelulose e reveladas usando e anti-
Fc humano conjugado a fosfatase alcalina. Os clones que estavam expressando a proteína 
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recombinante aparecem revelados nas membranas. Setas: clones escolhidos para as 
fermentações em frasco. 

 

 

5.7.3 – Expressão do FvFc humanizado 

 

 Após a análise dos clones que estavam expressando o FvFc anti-PLA2 recombinante 

dois clones foram escolhidos para a realização das fermentações em frasco. Nesse caso a 

cinética de indução só foi feita até 48 horas. Cada clone escolhido foi crescido em 100mL de 

meio BMGY e depois de 48h de crescimento o meio era trocado para o meio de indução 

BMMY (item 4.2.11). 

As amostras de sobrenadante foram coletadas nos tempos 0, 24 e 48h. Essas amostras 

tinham suas proteínas precipitadas com TCA 100% e eram submetidas à eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) e analisadas por Western blotting (itens 4.2.12 a 

4.2.15). Para a detecção dos FvFcs recombinantes utilizou-se um anticorpo anti-Fc humana 

conjugado à fosfatase alcalina e a revelação foi feita com NBT/BCIP.  

Além disso, para se analisar se ainda estava ocorrendo agregação no sobrenadante de 

cultura, uma parcela das amostras de 48h foram filtradas em membranas Microcon YM-100 e 

analisadas em SDS-PAGE e Western Blotting tanto o que passou na coluna, quanto o que 

ficou retido.  

Observou-se uma banda de aproximadamente 60 kDa, que corresponde ao tamanho 

esperado para o FvFc após a redução e separação do dímero. Observou-se também que as 

proteínas recombinantes não estavam mais se agregando no sobrenadante de cultura (Figura 

23). 
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Figura 23. Análise da produção dos FvFcs humanizados em células de Pichia pastoris. 
Os sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 24 e 48 horas das fermentações dos FvFcs 
humanizados foram analisados por SDS-PAGE 10% corados com prata (a) e Western 
Blotting revelado conforme descrito para o Colony Blotting (b). FvFc hum 12 e FvFc hum 
15 – clones analisados. Ag: agregado. C+: controle positivo - FvFc anti-CD18, M: 
marcador molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker para o SDS-PAGE e 
Page RulerTM Prestained Protein Ladder Plus para o Western – Fermentas®). Setas 
vermelhas: FvFcs recombinantes com aproximadamente 60 kDa. 

 

Após a verificação que os FvFcs não estavam mais agregando durante a fermentação 

os sobrenadantes finais de cultura foram filtrados e concentrados para posterior purificação 

dos FvFcs humanizados por cromatografia de afinidade. 

 

5.8 – Purificação dos FvFcs humanizados 

 

A purificação dos FvFcs humanizados anti-PLA2 foi realizada por cromatografia de 

afinidade, utilizando-se a resina comercial HiTrapTM Protein A HP 1mL (GE Healthcare®). 

Essa coluna apresenta a proteína A conjugada a sefarose. 

A proteína A tem a capacidade de se ligar a um grande número de moléculas de 

superfície celular, além das imunoglobulinas, tais como receptores de Fc do tipo II (FcR-II), 

moléculas de adesão, receptor do fator de crescimento do endotélio vascular, receptor de 

célula T (TCR), antígenos HLA-AB entre outros. A maior parte dessas moléculas pertencem à 

superfamília gênica das Imunoglobulinas e por isso possuem domínios “Ig-like” (regiões 

66 kDa 

45 kDa 

35 kDa 

         
                                FvFc hum 12                      FvFc hum 15                         
         C+    M     0hr    24hr  48hr    ag      0hr   24hr  48hr    ag 

  

         
                                FvFc hum 12                      FvFc hum 15                         
         C+    M     0hr    24hr  48hr    ag      0hr   24hr  48hr    ag 

  

 a  b 

72 kDa 

55 kDa 

36 kDa 



 74 

homólogas aos domínios constantes ou variáveis das imunoglobulinas), os quais tem afinidade 

pela proteína A (Vanamala et al., 2003). Conseqüentemente, pode ser utilizada na purificação 

de fragmentos de anticorpos que contenham os domínios CH2-CH3 de Imunoglobulinas, 

como o FvFc, e por isso foi escolhida para essa purificação. 

A coluna era acoplada a uma bomba peristáltica, e após lavagem e ativação, a amostra 

era aplicada na resina, que era novamente lavada antes de se fazer a eluição das proteínas que 

haviam ficado ligadas (item 4.2.17.2). As amostras eram coletadas de 0,5 em 0,5mL e a 

presença da proteína recombinante nas frações coletadas era observada por Dot Blotting, onde 

3 a 5µL de cada fração eram aplicados a membrana de nitrocelulose e revelados com anti-Fc 

humana conjugado a fosfatase alcalina (item 4.3.16) (Figura 24). 

 

                  

Figura 24. Imunodetecção dos FvFcs humanizados durante a purificação em coluna 
de proteína A. Três microlitros de cada fração coletada durante as purificações de cada 
uma das duas fermentações em larga escala foram aplicados em membrana de nitrocelulose 
e a presença dos FvFcs recombinantes foi detectada com anti-Fc humana conjugado a 
fosfatase alcalina. Retângulos azuis: frações eluídas da coluna que apresentam o FvFc. 
Demais pontos não destacados: frações do que não ficou retido na coluna e frações de 
lavagens. 

 

 

Como se pode observar a purificação foi bem sucedida e toda a fração de FvFcs 

recombinantes se ligou a resina e foi eluída posteriormente. As frações de eluição nas quais se 

detectou a presença dos FvFcs no Dot Blotting foram concentradas em membranas - Centricon 

YM-10 (Millipore), com exclusão de 10kDa, e dialisadas para se trocar o tampão para PBS 
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1X. Para se verificar a pureza das proteínas recombinantes purificadas uma fração do material 

concentrado e dialisado foi submetido a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) e analisado por Western blotting.  

Essa análise possibilitou a detecção de um bom grau de pureza dos FvFcs 

humanizados purificados, sendo que o FvFc humanizado 12 estava em baixa quantidade e foi 

melhor detectado posteriormente com os experimentos de quantificação explicados a seguir. 

Entretanto, foi percebido que estava ocorrendo degradação desses FvFcs, pois além do 

fragmento de 60 kDa observava-se também um fragmento de aproximadamente 30 kDa, que 

também era revelado no Western e portanto continha a fração Fc (Figura 25). 

 

 

 

                            

Figura 25. Análise dos FvFcs humanizados purificados. As frações purificadas e 
dialisadas dos dois FvFcs humanizados foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado com 
prata (a) e Western Blotting revelado com anti-Fc humana conjugado a fosfatase alcalina 
(b). Fragmento de 60 kDa – FvFc desnaturado não degradado. Fragmento de 30 kDa – 
FvFc desnaturado degradado. M: marcador molecular (Unstained Protein Molecular 
Weight Marker para o SDS-PAGE e Page RulerTM Prestained Protein Ladder Plus para o 
Western – Fermentas®). 

 

5.9 – Degradação dos FvFcs humanizados 

 

 A degradação de proteínas heterólogas expressas extracelularmente em Pichia pastoris 

ocorre em alguns casos, devido as proteases que a levedura secreta para o meio extracelular 

66 kDa 

45 kDa 

35 kDa 

       FvFc  FvFc 
 M hum12 hum15 

     FvFc     FvFc 
     hum15 hum12   M 

 b  a 

72 kDa 

55 kDa 

36 kDa 



 76 

durantes os processos de crescimento e indução (Cereghino & Cregg, 2000). Alternativas para 

diminuir essa degradação são o uso de inibidores de protease, como EDTA e PMSF, 

diminuição da temperatura de indução, adição de casaminoácidos, além do uso de linhagens 

defectivas na produção dessas enzimas (Shi et al., 2003).  

 Todas essas alternativas foram usadas durante os procedimentos de produção dos 

fragmentos de anticorpos anti-PLA2. Como foi mencionado anteriormente, para a produção 

dos scFvs essas alternativas foram bem sucedidas, entretanto para os FvFcs a degradação 

continuou ocorrendo. Essa degradação já foi observada em outros fragmentos de anticorpos do 

tipo FvFc produzidos pelo grupo, como o anti-CD18, entretanto não é observada em outros, 

como o anti-CD3 ou o anti-Z-DNA, por exemplo. 

 De acordo com o que foi observado nos géis de SDS-PAGE e nos Westerns Blottings 

percebeu-se que a degradação mantinha a porção Fc intacta, já que continuava a ser 

reconhecida pelo anticorpo anti-Fc. A partir dessa observação foi feita uma análise para se 

verificar se a degradação ocorria antes ou depois da ponte dissulfeto que une os dois 

monômeros (que consiste em uma porção variável unida à uma porção constante CH2-CH3) 

no dímero FvFc. Para isso, uma fração dos FvFcs humanizados purificados foi tratada com o 

agente desnaturante β-mercaptoetanol, que rompe a ponte dissulfeto separando o dímero 

FvFc, e outra parte não sofreu esse tratamento antes de ser analisada em gel SDS-PAGE e 

Western Blotting. 

 O resultado demonstrou que a degradação ocorre antes da ponte dissulfeto, ou seja, 

ainda na porção variável VL desse fragmento de anticorpo, pois quando não é feita a 

desnaturação com  β-mercaptoetanol o fragmento correspondente ao dímero aparece com o 

tamanho esperado de 120kDa e o fragmento degradado aparece com tamanho de 60kDa, ou 

seja, correspondente a porção Fc dimérica. Além disso, também foi demonstrado que a 

degradação ocorre tanto se a proteína purificada, ou ainda no sobrenadante de cultura, for 

armazenada a 4ºC quanto a -20ºC (Figura 26). 
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Figura 26. Análise do padrão de degradação dos FvFcs humanizados no sobrenadante 
de Pichia pastoris. A degradação dos FvFcs purificados foi analisada nas temperaturas 4ºC 
e -20ºC, e com as amostras reduzidas com β-mercaptoetanol ou não reduzidas, por SDS-
PAGE corado com prata (a) e por Western Blotting, revelado como descrito anteriormente 
(b). Fragmento de 60 kDa – FvFc reduzido não degradado. Fragmento de 30 kDa – FvFc 
reduzido degradado. Setas azuis: FvFcs não-reduzidos. Setas vermelhas: fragmento 
degradado dos FvFcs não-reduzidos. C+: controle positivo - FvFc anti-CD18. M: marcador 
molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker para o SDS-PAGE e Page RulerTM 
Prestained Protein Ladder Plus para o Western – Fermentas®). 

 

 A observação de que a degradação desses FvFcs ocorre provavelmente nas porções 

finais da cadeia variável leve (VL) desses fragmentos de anticorpos condiz com o que já havia 

sido observado anteriormente pelo grupo, já que apenas alguns fragmentos FvFc degradam e 

outros não, apesar de todos possuírem a mesma porção Fc. Após essa constatação foi feita 

uma análise de possíveis sítios de clivagem de proteases secretadas pela Pichia pastoris, como 

a KEX2, por exemplo. Entretanto não foram encontradas seqüências que se enquadram no 

padrão de sítios específicos para essas proteases, descrito na literatura (Bevan et al., 1998, 

Cereghino & Cregg, 2000 e Shi et al., 2003). 

 A degradação dos FvFcs humanizados ocorre mesmo sendo as fermentações realizadas 

com uso de casaminoácidos e de inibidores de proteases (EDTA) no meio de cultura de 

indução e a diminuição da temperatura de indução, alternativas citadas por Shi e 

colaboradores (2003) para redução da degradação de proteínas heterólogas no sobrenadante de 

P. pastoris. 
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 Entretanto percebeu-se que logo após a fermentação o nível de degradação ainda era 

baixo, e como não havia agregação a quantidade de proteína recombinante obtida era 

suficiente para a realização dos testes de ligação in vitro. Foram então realizadas novas 

fermentações e purificações, conforme descrito anteriormente, e o material, tanto purificado 

quanto não purificado foi quantificado para realização dos testes in vitro. 

 

5.10 – Quantificação dos FvFcs humanizados 

 

5.10.1 – Pelo kit BCA 

 

 Para se quantificar os FvFcs humanizados anti-PLA2 purificados foi utilizado o kit 

comercial BCA – Ácido Bicincrônico (Pierce®). Essa quantificação foi feita a partir de uma 

curva-padrão que usa a albumina bovina (BSA), em diferentes concentrações, como parâmetro 

(Figura 27). A quantificação era realizada conforme descrito no item 4.2.20 de Métodos.  
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Figura 27. Curva-padrão para o kit BCA. O gráfico apresenta a linha tendência da 
quantificação do padrão de BSA utilizado. A partir desse gráfico foi obtida a equação da 
reta, que foi usada para estimar a concentração de FvFc purificado. 

 

A partir da equação da reta obtida pela curva padrão acima foi calculado que a 

concentração dos FvFcs humanizados purificados eram de 4µg/mL para o FvFc humanizado 
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12 e 20µg/mL para o FvFc humanizado 15. Rendimento que nos permitiram realizar os testes 

in vitro.  

 

5.10.2 – Por ELISA 

 

 Entretanto, para se quantificar os FvFcs humanizados no sobrenadante de cultura o 

método anterior não era eficaz, devido a presença de várias outras proteínas presentes no 

sobrenadante de cultura de Pichia pastoris. Por isso, para se realizar essa quantificação foi 

realizado um Ensaio de Ligação (ELISA).  

 Os poços de interesse das placas de microtitulação eram sensibilizados com um 

anticorpo anti-IgG humana H+L, que se liga a porção variável dos anticorpos. Portanto, ao se 

aplicar o sobrenadante de cultura, após as lavagens apenas os FvFcs presentes nesse 

sobrenadante permaneceriam ligados a placa. A revelação era feita utilizando-se o anticorpo 

anti-Fc humana, que se liga a região constante dos anticorpos, conjugado a fosfatase alcalina 

(item 4.2.21.1). 

A quantificação dos FvFcs humanizados era feita a partir da obtenção de uma curva 

padrão feita com concentrações conhecidas de IgG humana (Figura 28). A partir da equação 

da reta obtida pela curva padrão acima foi calculado que a concentração dos FvFcs 

humanizados presentes no sobrenadante de cultura eram de 5µg/mL para o FvFc humanizado 

12 e 60µg/mL para o FvFc humanizado 15. Rendimento que nos permitiram realizar também 

com os sobrenadantes os testes in vitro.  
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Figura 28. Curva-padrão para quantificação por ELISA. O gráfico apresenta a linha 
tendência da quantificação do padrão de IgG humana utilizado. A partir desse gráfico foi 
obtida a equação da reta, que foi usada para estimar a concentração de FvFc presente no 
sobrenadante de cultura de Pichia pastoris. 

 

  

5.11 – Detecção da afinidade dos FvFcs humanizados anti-PLA 2 in vitro 

 

5.11.1 – Testes de Ligação 

 

 Para validar a atividade ligante das formas humanizadas do anti-PLA2 após as 

quantificações dos fragmentos FvFcs humanizados, purificados e presentes no sobrenadantes 

de cultura de Pichia pastoris, foram realizados os testes de ligação ao antígeno – ELISAS de 

ligação (item 4.2.21.2). Esses ensaios de ligação foram feitos tanto com o extrato bruto da 

peçonha de Bothrops atrox quanto com a PLA2 purificada, e utilizando os FvFcs purificados 

ou o sobrenadante da cultura. 

 Como controle positivo desses ensaios foi utilizado o próprio anticorpo monoclonal 

anti-PLA2 produzido por Kanashiro e colaboradores, 2002. E como controle negativo 

utilizava-se um FvFc não relacionado (anti-CD18). Quando o teste utilizava sobrenadante de 

cultura os controles também eram diluídos em meio de cultura. As placas de microtitulação 

eram sensibilizadas ou com o veneno total ou com a PLA2 purificada e após a incubação os 

FvFcs eram revelados com anticorpo anti-Fc humana conjugado a fosfatase alcalina e o 
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anticorpo monoclonal murino revelado com anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase 

alcalina. A leitura era feita a 405ηm e os resultados obtidos a partir da média das duplicatas 

eram analisados em gráficos.  

 Os resultados desses testes demonstraram que o FvFc humanizado manteve sua 

capacidade de ligação ao antígeno, tanto quando presente no sobrenadante de cultura (Figuras 

29 e 30) quanto após a purificação (Figuras 31 e 32). 
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Figura 29. Teste da atividade biológica do FvFc humanizado utilizando-se extrato 
bruto da peçonha de Bothrops atrox. A placa de microtitulação foi sensibilizada com 
veneno total (1µg/poço), bloqueada com solução de bloqueio e logo após foi incubado com 
o sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificados por ELISA, em diferentes 
concentrações. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc humano 
conjugado a fosfatase alcalina. No controle positivo (Ab monoclonal) o anticorpo utilizado 
para a revelação era o anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina. A reação 
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 
405ηm. C-: FvFc anti-CD18. 
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Figura 30. Teste da atividade biológica do FvFc humanizado utilizando-se a PLA2 
purificada.  A placa de microtitulação foi sensibilizada com 0,1µg/poço de PLA2 
purificada, bloqueada com solução de bloqueio e logo após foi incubado com o 
sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificados por ELISA, em diferentes 
concentrações. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc humano 
conjugado a fosfatase alcalina. No controle positivo (Ab monoclonal) o anticorpo utilizado 
para a revelação era o anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina. A reação 
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 
405ηm. C-: FvFc anti-CD18. 

 

 

A manutenção da atividade biológica ligante dos dois clones de FvFc humanizado anti-

PLA2 condiz com o esperado, observando que em muitas situações na humanização de 

anticorpos murinos ocorre uma perda de afinidade do anticorpo humanizado pelo seu antígeno 

(Hwang et al., 2005). Principalmente quando os resíduos críticos para manutenção da estrutura 

das CDRs presentes nos arcabouços humanos não são trocados por resíduos murinos 

(Kashimiri et al., 2005). Entretanto o FvFc humanizado anti-PLA2 produzido nesse trabalho 

manteve sua atividade ligante e apresenta menos de 10% de resíduos murinos nas versões 

humanizadas e todos localizados nas CDRs. 
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Figura 31. Teste da atividade biológica do FvFc humanizado purificado utilizando-se 
extrato bruto da peçonha de Bothrops atrox. A placa de microtitulação foi sensibilizada 
com veneno total (1µg/poço), bloqueada com solução de bloqueio e logo após foi incubado 
com os FvFcs purificados quantificados com kit BCA, em diferentes concentrações. A 
proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc humano conjugado a 
fosfatase alcalina. No controle positivo (Ab monoclonal) o anticorpo utilizado para a 
revelação era o anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina. A reação 
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 
405ηm. 

 

 

Como se pode observar a ligação dos fragmentos FvFc ao antígeno aparenta ser maior 

quando este ainda não foi purificado, sendo maior inclusive do que a ligação do próprio 

anticorpo monoclonal murino, já após a purificação a ligação aparenta ser reduzida. Isso se 

deve provavelmente ao aumento da degradação da proteína devido ao tempo, já que os ensaios 

utilizando o sobrenadante eram feitos logo após a indução enquanto os ensaios com os 

purificados demoravam um pouco mais de tempo, aumentando a degradação e tornando a 

quantificação super estimada em relação a quantidade de proteína funcional. 
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Figura 32. Teste da atividade biológica do FvFc humanizado purificado utilizando-se 
a PLA2 purificada. A placa de microtitulação foi sensibilizada com 0,1µg/poço de PLA2 
purificada, bloqueada com solução de bloqueio e incubada com os FvFcs purificados, em 
diferentes concentrações. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc 
humano conjugado a fosfatase alcalina. No controle positivo (Ab monoclonal) o anticorpo 
utilizado para a revelação era o anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina. A 
reação colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbância 
medida a 405ηm. 

 

 

5.11.2 – Testes de Inibição 

   

    Para se verificar se os FvFcs humanizados estavam se ligando ao antígeno pelo mesmo 

epitopo que o anticorpo monoclonal original foram feitos testes de inibição ou competição 

(item 4.2.21.3). Para isso as placas eram sensibilizadas com o veneno completo de Bothrops 

atrox ou com a PLA2 purificada e após o bloqueio o anticorpo monoclonal era incubado em 

concentrações variando de 0 a 20µg por poço. Os FvFcs purificados ou o sobrenadante de 

cultura eram incubados sempre a 100µg por poço. E todos os testes eram feitos em duplicatas. 

 Após a incubação com os FvFcs a revelação era feita com anticorpo anti-Fc humana 

conjugado a fosfatase alcalina. A leitura era feita a 405ηm e os resultados obtidos a partir da 

média das duplicatas eram analisados em gráficos. 
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 Esses testes demonstraram que os FvFcs humanizados competem pela ligação ao 

antígeno com o anticorpo monoclonal original e que portanto, se ligam ao mesmo epitopo 

(Figuras 33, 34 e 35).  
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Figura 33. Imunoensaio enzimático (ELISA) de inibição da ligação dos fragmentos 
recombinantes FvFc humanizados ao veneno total pelo anticorpo monoclonal. A placa 
de microtitulação foi sensibilizada com veneno total (10µg/poço), bloqueada com solução 
de bloqueio e logo após incubada com o anticorpo monoclonal em diferentes 
concentrações. O sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificados por ELISA era 
incubado a 100µg/poço. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc 
humano conjugado a fosfatase alcalina. A reação colorimétrica foi visualizada adicionando-
se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 405ηm. C-: Controle negativo - FvFc anti-
CD18. 
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Figura 34. Imunoensaio enzimático (ELISA) de inibição da ligação dos fragmentos 
recombinantes FvFc humanizados a PLA2 purificada pelo anticorpo monoclonal. A 
placa de microtitulação foi sensibilizada com 0,1µg/poço de PLA2 pura, bloqueada com 
solução de bloqueio e logo após foi incubado com o anticorpo monoclonal em diferentes 
concentrações. O sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificados por ELISA era 
incubado a 100µg/poço. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de anti-Fc 
humano conjugado a fosfatase alcalina. A reação colorimétrica foi visualizada adicionando-
se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 405ηm. C-: Controle negativo - FvFc anti-
CD18. 

 

 

Esses resultados demonstram que a humanização não alterou a capacidade de ligação 

dos anticorpos anti-PLA2 ao seu antígeno. Além disso, é possível que o FvFc humanizado 

possa ser capaz de reconhecer também outras PLA2 de outras serpentes do gênero Bothrops, 

devido ao alto grau de similaridade apresentada por algumas dessas fosfolipases descrito por 

Kanashiro e colaboradores (2002) e Gutiérrez & Lomonte (1995). Em uma etapa posterior, 

com auxílio de modelagem molecular, esse trabalho poderia focalizar, além de um aumento na 

afinidade, a ampliação da gama de especificidade tornando esse anticorpo eficiente também 

contra outros venenos. 
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Figura 35. Imunoensaio enzimático (ELISA) de inibição da ligação dos fragmentos 
recombinantes FvFc humanizados purificados a PLA2 purificada pelo anticorpo 
monoclonal. A placa de microtitulação foi sensibilizada com 0,1µg/poço de PLA2 
purificada, bloqueada com solução de bloqueio e logo após incubado com o anticorpo 
monoclonal em diferentes concentrações. Os FvFcs purificados quantificados pelo kit BCA 
eram incubados a 100µg/poço. A proteína de interesse foi detectada com o anticorpo de 
anti-Fc humano conjugado a fosfatase alcalina. A reação colorimétrica foi visualizada 
adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbância medida a 405ηm. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 88 

6 – Conclusões e Perspectivas 

 

 O processo de humanização visa a redução do máximo possível de resíduos de 

aminoácidos murinos nesses anticorpos sem que para isso percam sua afinidade pelo antígeno 

(Morrison et al., 1984). Nesse trabalho foi realizada a humanização do anticorpo anti-

fosfolipase A2 de Bothros atrox com o objetivo de se obter anticorpos mais específicos para o 

tratamento de acidentes ofídicos. A versão humanizada é formada por arcabouços humanos 

escolhidos em bancos de dados e as CDRs murinas do anticorpo monoclonal murino 

produzido por Kanashiro e colaboradores (2002), e apresenta 13% de resíduos murinos em sua 

seqüência.   

Em diversas tentativas de humanização os anticorpos perdem a afinidade pelo seu 

antígeno (Hwang & Foote, 2005). Entretanto, como pode ser observado a partir dos resultados 

obtidos nesse trabalho os fragmentos FvFcs humanizados anti-fosfolipase A2 produzidos 

mantiveram sua capacidade de ligação ao antígeno, tanto quando este está presente no extrato 

bruto da peçonha quanto na forma purificada e além disso, competem pela ligação a esse 

antígeno com o anticorpo monoclonal murino original, apesar de apresentarem o mínimo 

possível de resíduos murinos.  

 A expressão dos fragmentos de anticorpos em Pichia pastoris também demonstrou 

bons resultados, porém foi observada uma forte agregação do fragmento de menor tamanho 

(scFv). Entretanto o aumento do tamanho dos fragmentos de anticorpos de scFv para FvFc 

solucionou o problema de agregação que os scFvs apresentaram durante sua produção. Em 

relação à degradação dos fragmentos FvFcs o problema ainda não foi solucionado e como 

perspectiva é proposta uma melhor análise dos possíveis sítios de clivagem de proteases de 

Pichia pastoris e ajustes nas condições da fermentação da levedura a fim de diminuir essa 

degradação, como uso de coquetéis de inibidores de proteases e até mesmo o uso de outros 

sistemas de expressão como célula de mamífero. 

 As análises in vitro alcançaram os resultados esperados e os fragmentos FvFcs 

humanizados foram capazes de reconhecer e se ligar ao antígeno. A próxima etapa desse 

trabalho é então analisar a atividade efetora dos fragmentos humanizados com testes in vivo, 

que visam avaliar se os fragmentos humanizados mantiveram a capacidade de neutralização 



 89 

da atividade da PLA2 em camundongos. Além da análise de ligação a outras fosfolipases 

presentes no veneno de outras espécies do gênero Bothrops.   
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