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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) continua sendo um dos maiores problemas de saude
publica, representando em todo mundo a principal causa de morte por doencas
infecciosas, ao lado de HIV/AIDS. E causada pelos membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), porém, espécies de micobactérias néo
tuberculosas (MNT) também podem causar infeccbes em humanos (WHO, 2015).

O diagndstico de TB é um fator essencial para o controle da enfermidade,
sendo importante distinguir CMT de MNT para que a conduta clinica e terapia
antimicrobiana sejam direcionadas de acordo com o grupo de micobactéria
(Ramis et al., 2015). O método atual para esta diferenciacdo € realizado por
cultura e testes bioquimicos, 0s quais sdo demorados, trabalhosos, e podem nao
permitir resultados conclusivos (Martin et al., 2011). Técnicas moleculares
também possibilitam identificacdo rapida e precisa de TB, porém sdo métodos de
alto custo que exigem equipamentos especificos, sendo viaveis apenas em
centros com estrutura fisica adequada e profissionais especializados (Nogueira,
2012).

Ensaios utilizando anticorpos monoclonais anti-MPT64 permitem a distingao
entre CMT e MNT. A MPT64 € uma das proteinas predominantes secretada
durante o crescimento de micobactérias do CMT, podendo ser uma alternativa
especifica, sensivel e rapida para confirmar isolados (Kumar et al, 2011). Testes
rapidos baseados neste principio ja estdo disponiveis comercialmente e podem
ser utilizados para identificacdo de culturas em meio sélido ou liquido, sem a
necessidade de equipamentos especificos (Yin et al., 2013). Porém, se tornam
inviaveis no Brasil, uma vez que sdo importados e, portanto, tém seu custo
aumentado.

Considerando esse cenario, ainda existem limitagbes quanto aos testes
diagnosticos de TB no Brasil. Assim, novos testes devem ser aplicaveis a rotina
dos laboratorios e permitir a distingdo dos grupos de micobactéria de modo a
permitir diagnostico, prognostico e tratamento direcionados. Tendo em vista esta
necessidade, o objetivo do presente trabalho é produzir e caracterizar anticorpos
recombinantes anti-MPT64 para desenvolver posteriormente um teste diagnéstico
de tuberculose capaz de distinguir bactérias do CMT das MNT.

2. METODOLOGIA
2.1 Selecao de anticorpos por phage display
Para obtencdo de fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) ligantes da
proteina MPT64 (Lionex, Alemanha), foi utilizada a biblioteca de fagos humanos
HAL9/10 (Kugler et al., 2015) do Institut fir Biochemie und Biotechnologie da
Technische Universitat Braunschweig, Alemanha. A sele¢do dos scFvs foi
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realizada através da técnica de panning conforme descrito por Schirrmann e Hust
(2010) com algumas alteracoes.

Fagos com os scFvs foram incubados com 1 pg/poco de MPT64, na forma
nativa e desnaturada em tamp&o com 4 M de ureia, previamente adsorvido em
placa de 96 pocos de poliestireno (Costar), seguido de lavagem rigorosa para
remover o excesso de ndo ligantes. Fagos com scFv ligantes foram eluidos e re-
amplificados através da infeccdo de Escherichia coli TG1 com auxilio do
helperphage. Para selecionar fragmentos de anticorpos especificos foram
realizadas trés ciclos de panning, sendo que no ultimo, o cultivo foi plaqueado em
meio 2xYT-GA (2xYT — 1,6% triptona, 1% extrato de levedura, 0,5% NaCl;
suplementado com 100 mM glicose e 100 pg/ml ampicilina).

2.2 Producéao de scFv sollavel para triagem de anticorpos

A producao dos scFvs soluveis foi realizada a partir das colénias obtidas na
terceira etapa de panning. Placas de micro titulagdo de 96 pocos de polipropileno
(Greiner) contendo 150 pL de 2xYT-GA por poco foi inoculada com as colonias
selecionadas e incubada por 18 h a 37 °C e 800 rpm.

Em outra placa de micro titulagdo, foi inoculado 20 pL da cultura anterior
para cada poco contendo um volume de 180 pL de 2xYT-GA e cultivado por 1,5 h
a 37 °C e 800 rpm. A placa foi centrifugada (10 min, temperatura ambiente — TA,
3,220 xg) e o sobrenadante removido. O pellet foi suspenso em 180 puL de 2xYT-A
suplementado com 50 uM de IPTG e incubado por 18 h a 30 °C e 800 rpm. Em
seguida, a placa foi centrifugada novamente (20 min, TA, 3,220 Xxg) e O
sobrenadante contendo scFv soluvel foi utilizado para triagem em ELISA.

2.3 ELISA de triagem

Placas de 96 pocos de poliestireno (Costar) foram sensibilizadas com 50
ng/poco de MPT64, diluida em PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO,.2H,0,
0,24 g KH,PO4) e em PBS com 4 M de ureia e, com 100 ng de BSA para controle
negativo, sendo entdo mantidas por 18 h a 4 °C. O bloqueio foi realizado com 2%
MPBS-T (PBS, 0,05% (v/v) Tween-20, 2% leite em pd) por 1 h a TA. Os
sobrenadantes contendo scFvs foram adicionados na concentracdo de 50 pL de
sobrenadante e 50 pL de 2% MPBS-T e incubados por 1,5 h a TA. Anticorpos de
camundongo anti-Myc-tag (9E10) (Sigma) diluido 1:1.000 em 2% MPBS-T foi
adicionado por 1 h a TA, seguido do anticorpo de cabra anti-camundongo 1gG Fc
especifico conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1:40.000 em 2% MPBS-T
por 1 h a TA. A reacéo foi revelada pela adicdo de 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB) como substrato e parada com 1N H,SO,. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 450 nm. Em todas as etapas foi adicionado um volume de
100 pL por poco e entre cada uma foram feitas trés lavagens com PBS-T (PBS,
0,05% (v/v) Tween-20).

2.6 Clonagem em vetor de mamifero

As sequéncias génicas dos scFv que obtiveram reacdes positivas no ELISA
de triagem foram subclonados em vetor de expressdao pCSE2.6-higGl-Fc e
produzidas como scFv-Fc (anticorpo recombinante) em células HEK293-6E.

Células HEK293-6E foram cultivadas em meio F17 com glutamina e F68. Os
plasmideos com as sequéncias scFvs (5 pg) foram transfectados em volume final
de 5 mL de células HEK293-6E e mantidos por 7 dias a 110 rpm, 37 °C e
atmosfera de 5% de CO,. Os scFv-Fc foram purificados em placa de 24
cavidades com filtro em cada po¢o (GE 7700-9917) utilizando o reagente
MabSelect SuRe para estabilizar os filtros com proteina A (GE 17-5438-01).
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2.7 Titulagéo dos scFv-Fc

Placas de 96 pocos de poliestireno (Nunc Maxisorp) foram sensibilizadas
com 50 ng/poco de antigeno MPT64 diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato pH
9,6 (TCB) ou com 100 ng/poco de BSA, para controle negativo, e mantidas por 18
h a 4 °C. As cavidades foram bloqueadas com 300 pL/poco de 2% MPBS-T. Para
cada um dos anticorpos, foram realizadas 14 diluicbes (1.000 ng/poco até 0,1
ng/poco). Os anticorpos foram detectados utilizando anticorpo de cabra anti-lgG
humano Fc especifico conjugado com peroxidase (Thermo Scientific) na diluicdo
1:10.000. A reacao foi revelada com solucdo cromégena (ortofenilenodiamina -
OPD; 0,2 M tampéao citrato-fosfato pH 4,0; 0,02% de H,0;) por 15 min,
interrompida com 3% H,SO, e a leitura realizada a 492 nm (DOgg,). As etapas
foram realizadas com 100 pL/poco, diluidas em 2% MPBS-T, mantidas por 1 h a
37 °C e entre cada uma foram realizadas trés lavagens com PBS-T.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ELISA de triagem contra a proteina MPT64
Os scFvs capazes de reconhecer especificamente a MPT64 na forma nativa
e desnaturada foram 17: CGM5-F12, CGM5-H1, CGM5-E1, CGM5-E2, CGM5-H4,
CGM7-A7, CGM7-C11, CGM5-F8, CGM7-E7, GSM60-G3, GSM60-A4, GSM60-
G6, GSM60-A12, GSM60-C1, GSM60-D10, GSM60-F2, GSM60-F4.

3.2 Caracterizacao dos scFvs
3.2.1 Digest&do com BstNI

Com o resultado da digestdo dos plasmideos referentes aos scFvs com a
enzima de restricdo BstNI pode-se perceber que alguns fragmentos de anticorpos
apresentaram perfil de bandas similar, sugerindo que possuem a mesma
sequéncia de nucleotideos, por isso foram selecionados aqueles scFvs com
caracteristicas de bandas diferentes.

3.2.2 Sequenciamento

A partir da analise das sequéncias dos scFvs no VBASE2 (RETTER et al.,
2005) foi possivel identificar as CDRs. Alguns fragmentos de anticorpos foram
excluidos por apresentarem sequéncias iguais, falta de cadeia pesada, ou ainda
algum problema na sequéncia que inviabilizaria a expressdo em células de
mamifero.

3.3 Titulagéo dos anticorpos
As curvas de titulagdo dos anticorpos recombinantes sao apresentadas na
Figura 1. Todos foram capazes de reconhecer especificamente a proteina MPT64.
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Figura 1. Titulagcdo de anticorpos recombinantes. Curva de titulagdo dos anticorpos scFv-Fc humano (IgG1)
frente a sensibilizagdo com 500 ng/mL de antigeno MPT64. Controle negativo (BSA) DO492=0,03.
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4. CONCLUSOES
Neste trabalho foi possivel a producdo de anticorpos recombinantes anti-
MPT64 pela tecnologia de phage display que mostraram reagir de forma
especifica com a proteina alvo, MPT64 do CMT, sendo promissores para
utilizac@o em testes diagnoésticos.
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