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Resumo



Bibliotecas conformacionais de anticorpos vem constituindo importantes
ferramentas na investigacao cientifica de imunoglobulinas expressas em diferentes
situagdes bioldgicas incluindo patologias. O conhecimento e elucidagdo estrutural de
anticorpos diferenciais produzidos em patologias distintas pode representar
ferramenta molecular fundamental para a intervencdo na fisiopatologia da doenca;
incluindo diagnéstico diferencial, identificacdo de biomarcadores, terapéutica
baseada em imunoglobulinas para bloqueio de patégenos bem como, contribuir para
a constituicdo de painéis de anticorpos capazes de identificar epitopos agregando,
também, informacdes para avancos no desenvolvimento de vacinas. A maior
dificuldade atualmente reportada na literatura cientifica € a obtenc&o in vitro dos
fragmentos Fab (Fragment Antigen Binding) devido a auséncia de informacdes
metodoldgicas das fases experimentais necessarias a construcao do Fab, substrato
essencial a construcao de bibliotecas de anticorpos. Uma abordagem ainda inédita
neste contexto € o desenvolvimento de uma metodologia experimental eficiente para
a obtencéo de bibliotecas de Fab na infeccédo pelo virus ZIKA (ZIKV). A infeccao pelo
virus ZIKA (ZIKV) vem sendo associada a casos de microcefalia em neonatos de
gestantes infectadas e sindrome de Guillain-Barré, a neutralizacao viral baseada em
anticorpos dirigidos contra epitopos especificos é pouco conhecida, a maioria dos
estudos se referem a outros Flavivirus. A resposta imunologica humoral é essencial
a protecdo contra os Flavivirus, por isso é importante conhecer os mecanismos
desenvolvidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro na presenca do virus. Assim,
a finalidade deste estudo foi a criacdo de uma metodologia experimental, com
delineamento ainda inédito na literatura, para obtencao do Fab a partir de pacientes
com infecgdo ativa pelo ZIKV e, a obtengédo de uma biblioteca de Fab dos anticorpos
expressos nestes pacientes. A metodologia utilizada no presente estudo foi
adaptada de Andris-Widhopf, et al. (2000) e Barbas et al. (2001). Os resultados
obtidos mostraram o desenvolvimento de uma nova metodologia para construcdo do
Fab anti-ZIKV, sugerindo que o detalhamento metodolégico é essencial para o
sucesso na obtencdo da biblioteca, 0 que inexiste nos artigos anteriores que
abordam a construcdo de bibliotecas conformacionais de anticorpos. Em conclusao
a construcdo do Fab e, de bibliotecas de anticorpos apresentam variabilidades
individuais na dependéncia do patégeno e, das diferentes etapas experimentais do
processo. Palavras Chave: Anticorpos, Biblioteca, Fab, ZIKA Virus



Abstract



Conformational libraries of antibodies have become important tools for the
scientific investigation of immunoglobulins expressed under different biological
situations, including pathological conditions. The knowledge and structural
elucidation of differential antibodies produced during distinct pathological conditions
may be fundamental for intervention in the pathophysiology of diseases, including
differential diagnosis, biomarker identification, immunoglobulin-based therapy for
pathogen blocking, and constitution of antibody panels for identifying epitopes for
vaccine advancement. Currently, the greatest difficulty reported in the scientific
literature is the lack of methodological information for the experimental phases
necessary for in vitro construction of Fab (Antigen Binding Fragment), an essential
substrate for antibody library construction. In this context, an efficient experimental
methodology for obtaining Fab libraries in ZIKA (ZIKV) virus infection is as yet
unreported. ZIKV infection has been associated with cases of microcephaly in
neonates of infected pregnant women and those with Guillain-Barré syndrome.
However, viral neutralization based on antibodies directed against specific epitopes is
not well understood, therefore, most studies have been carried out on other
Flaviviruses. The humoral immune response is essential for protection against
Flaviviruses; hence, it is important to understand the mechanisms of the host immune
system against this virus. Thus, the purpose of this study was to develop a novel
experimental methodology to obtain Fab from active ZIKV-infected patients and
generate a Fab library of the antibodies expressed in these patients. The
methodology used in the present study was adapted from those reported by Andris-
Widhopf et al. (2000) and Barbas et al. (2001). The results showed the successful
development of a new methodology for the construction of anti-ZIKV Fab, suggesting
that the methodological details are essential for successfully creating the library.
Such details are not presented in previous studies on the construction of
conformational libraries of antibodies. In conclusion, the construction of the Fab and
antibody libraries presents individual variabilities in the dependence of the pathogen,
and of the different experimental stages of the process.

Keywords: Antibodies, Library, Fab, ZIKA Virus
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ZIKA Virus (ZIKV)

O Zika Virus (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947 em Uganda na
Africa, durante um estudo sobre a febre amarela em macacos Rhesus na floresta de
Zika. No ano seguinte o virus foi novamente isolado a partir do mosquito A.
africanus, sugerindo tratar-se de um arbovirus. Outros estudos esporadicos
mostraram evidéncias soroldgicas da existéncia da infeccdo humana pelo ZIKV na
Africa e Asia(1).

O ZIKV pertence a familia Flaviviridae com organiza¢do genémica e estrutural
semelhante a outros flavivirus. Apresenta genoma de RNA em fita simples de
polaridade positiva, com 10,8 kilobases de comprimento, com uma Unica regido
aberta de leitura (ORF — Open Reading Frame) flanqueado por duas regides nao
traduzidas (5 e 3’ UTR — unstranslated region). A ORF codifica uma poliproteina
com 3419 aminoacidos que é clivada em trés proteinas estruturais e sete nao
estruturais. As proteinas estruturais sdo proteina do capsideo (C), pré-
membrana/membrana (prM) e, proteina do envelope (E)(2). A figura 1 representa um

esquema da estrutura do ZIKV.

Envelope (E) protein

Fg Membrane (M) protein

W, Capsid (C) protein

& ﬁ“ %ZS Genomic RNA
Y . I 5 &

Figura 1. Esquema representativo do ZIKV evidenciando RNA gendémico (preto),
proteina do capsideo (cinza) cujo conjunto constituem o nucleocapsideo viral;
proteina de membrana (azul) e do envelope (amarelo) que se inserem em uma

bicamada lipidica icosaédrica (Adaptado de Avila-Pérez, 2018)(3).
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As sete proteinas nao estruturais estdo envolvidas na replicacdo viral, sendo
gue apenas as proteinas NS3 e NS5 possuem atividade enzimatica conhecida, as
proteinas NS1, NS2A, NS2B, NS4A, NS4B desempenham func¢des de cofatores
enzimaticos, auxiliam no rearranjo citoplasmatico para replicacéo viral, participam no
bloqueio da sinalizacao de interferon e evasao da resposta imune. A figura 2 ilustra a
organizacdo gendmica do RNA do ZIKV e a poliproteina resultante de sua

expressao(4,5).

5 UTR 3 UTR
(a) ﬂ 3 NS1 |NS2A|NS2B| NS3 |NS4A [NsaB NS5 _

Structural proteins Non-structural proteins

| A N B N A

(R K
(b) ll E NS1 |[NS2A(|NS2B|| NS3 @ﬂ NS48 NS5

' Viral protease cleavage site

Figura 2. (a) Esquema representativo do genoma do ZIKV, evidenciando as regides
codificadoras das proteinas do capsideo (cinza escuro), membrana (azul) do
envelope (laranja) e, em cinza claro as regifes codificadoras das proteinas nao
estruturais. Genoma flanqueado pelas regides nao traduzidas, 5UTR e 3’'UTR em
preto. (b) Representacdo esquematica da poliproteina codificada pelo genoma viral,
evidenciando em cinza escuro, azul e laranja as proteinas estruturais e, em cinza
claro as proteinas ndo estruturais. As setas pretas representam o local de clivagem
pelas proteases da poliproteina codificada pelo genoma viral. (Adaptado de Avila-
Pérez, 2018)(3).

Casos descritos e distribuicéo

Até o final do século XX casos raros de infec¢do pelo ZIKV se mantiveram

restritos a Africa e Asia, sem relato de mortes, sendo considerada uma infecgéo
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benigna, mas em 2007 houve um surto relatado fora da Africa e da Asia, na
Micronésia e outro grande surto que ocorreu em outubro de 2013 na Polinésia
Francesa. A infec¢do acabou se disseminando para outras llhas do Pacifico e, em

seguida, para o Brasil(6).

A grande preocupacdo e, emergéncia em saude publica relacionada as
infec¢des por ZIKV se deve a associacao entre a presenca do virus e a microcefalia
em neonatos, documentada ao final de 2015, e/ou a sindrome de Guillain-Barré

(reacdo autoimune a componentes do sistema nervoso)(7).

Mundialmente, as principais variantes virais descritas sao a africana e
asidtica, sendo que as linhagens americanas descritas no Ultimo surto possuem
homologia a linhagem asiatica. Mutacdes génicas entre a duas linhagens homélogas

podem ter gerado alteracBes fenotipicas com impacto na neuroviruléncia do ZIKV(8).

Vias de Infecgcédo e Tropismo

A via de transmissao do ZIKV mais comum é a picada de artrépodes, sendo,
o Aedes aegypti o principal vetor na zona urbana embora outras vias ja tenham sido
descritas como a transmissao sexual, por transfusdo sanguinea e a transmissao
vertical(9-12). O RNA viral ja foi detectado em outros fluidos corporais, como o leite,

urina, sémen e saliva.

Embora algumas moléculas de superficie ja tenham sido associadas como
provaveis receptores virais, muitos tipos celulares podem constituir reservatério
biolégico para o virus devido ao seu tropismo por diferentes tecidos. Alguns
receptores ja descritos incluem AXL e Tyro3 que pertencem a mesma familia TAM
(Tyro3 Axl Mer) do grupo de receptores tirosina quinase responsaveis por adesao
celular e pela regulacdo da resposta imune inata, o receptor TIM1 pertence a familia
TIM (T cell immunoglobulin domain and the mucin domain protein) e é responsavel

pelo modulagéo da reposta imune inata e adaptativa, TLR3 e TLR8 da familia TLR
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(toll-like receptors) e ambos possuem funcdo de reconhecimento de virus de RNA,
RIG-I e MDAS pertencem a mesma familia LRLs (retinoic acid-inducible gene-I-like
receptors) associados a regulacdo na imunidade inata e reconhecimentos de virus
de RNA, DC-SIGN desempenha papel importante de adesédo celular na superficie

de células dendriticas e macrofagos(5,13-17).

No tecido nervosos, as principais células alvo sdo as progenitoras neurais
(NPC’s) em embribes, porém em adultos o virus também consegue infectar células
neurais como as astroglias, microglias e neurdnios(18). No que se refere aos outros
tecidos ja foi demonstrada a presenca do virus nas células da pele como aos
fibroblastos dérmicos e queratindcitos epidérmicos, em células do sistema imune
como células dendriticas e mondcitos (CD14* e CD16%), dos testiculos (células de
Sertoli e espermatozoides), dos rins (célula mesangial renal, poddcito glomerular e
Célula Endotelial Glomerular Renal), da retina (pericitoretiniano, células endoteliais
microvasculares da retina) e da placenta (células de Hofbauer, trofoblastos e células
endoteliais)(19-25).

Detecc¢édo do ZIKV

Em zonas endémicas com outros flavivirus o numero real de pessoas
infectadas com o ZIKV provavelmente € subestimado devido a reacdo cruzada em
testes soroldgicos, principalmente se o individuo foi exposto previamente a outro
flavivirus em especial o virus da Dengue ou recebeu a vacina contra febre
amarela(26-28). Hoje o padrdo ouro de sorodiagnéstico para diferenciacdo de
flavivirus € o teste de neutralizacdo por reducéo de placa (PRNT), porém ndo é um
teste simples e demanda tempo para obtencdo do resultado devendo estar
associado ao diagnastico molecular(29).

A falta de especificidade das reacfes sorologicas para o ZIKV baseadas em
interacdo antigeno-anticorpo vem sendo relacionada a patogénese viral embora nao

exista um consenso nos dados publicados até 0 momento. Alguns estudos mostram
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gue a presenca de anticorpos neutralizantes especificos a outros flavivirus pode
estar relacionada a efeito protetor ao individuo infectado pelo ZIKV(30,31) e, por
outro lado, existem estudos que demonstraram que a presenca de anticorpos contra
outros flavivirus pode contribuir para a exacerbacdo da doenca causada pelo ZIKV,
da mesma forma como ocorre com a reinfeccdo por dengue de outros
sorotipos(32,33).

O diagndstico molecular apesar de ser mais especifico também possui um
limitante que € o curto periodo de viremia do ZIKV no paciente infectado, com média
de sete dias para deteccdo por PCR em Tempo-Real utilizando plasma. Estudos
mostraram que a urina pode ser um fluido biologico util no diagnéstico do ZIKV,
considerando que estudos vem demonstrando que o RNA viral apresenta niveis
mais elevados quando comparados aos detectaveis no plasma. A literatura cientifica
reporta que a deteccdo do ZIKV utilizando urina como material fonte pode ser

realizada por PCR em Tempo Real por um periodo médio de 15 dias(34).

Anticorpos

Os anticorpos sdo proteinas altamente especificas, com sintese estimulada
pela presenca de um antigeno e, fundamentais na resposta imune adaptativa
humoral de vertebrados. Estas proteinas, da familia das imunoglobulinas,
apresentam uma estrutura monomérica basica constituida por quatro cadeias
polipeptidicas, duas pesadas e duas leves. As cadeias pesadas sdo unidas entre si
por pontes dissulfeto e, cada cadeia pesada esta ligada a uma cadeia leve por
pontes dissulfeto e interacfes ndo covalentes. Tanto as cadeias pesadas quanto as
leves possuem regides constantes e regides variaveis quanto a sequéncia de
aminoacidos. A regido constante da cadeia pesada define a classe do anticorpo,
podendo ser u (IgM), v (1gG), & (IgD), a (IgA), ¢ (IgE). Ja as cadeias leves podem ser
do tipo « e A, sendo k a mais comum na espécie humana. Com esta organizacao a

unidade monomérica do anticorpo é simeétrica, adquirindo a forma de Y(35).
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A regido variavel (aminoterminal) do anticorpo é denominada Fragment
Antigen Binding (Fab) e, em suas extremidades formam-se alcas hipervariaveis
denominadas regides determinantes de complementariedade (CDR), que irdo formar
o0 sitio combinatorio dos anticorpos. Essas regides sao divididas em CDR1, CDR2 e
CDR3, sendo a CDR3 a mais variavel, essas regifes participam intensamente com a
ligacdo com os antigenos. A regido constante da estrutura do anticorpo
(carboxiterminal) é denominada fracdo cristalizavel (Fc)(36). A figura 3 ilustra a

estrutura monomeérica basica do anticorpo.

Variable
region

Constant
region

Figura 3. Esquema da estrutura monomeérica do anticorpo, constituido de duas
cadeias pesadas (IgH) em azul escuro e duas cadeias leves (IgL) em azul claro.
Ambas cadeias possuem regides variaveis (VH e VL), regibes de juncdo (JH e JL) e
regides constantes (CH e CL). Em vermelho estéo as regifes hipervariaveis (CDR).
(Adaptado de Hwang, 2015)(37)

O cd6digo genético para o anticorpo se encontra em trés loci independentes, a
cadeia pesada € codificada no cromossomo 14, a cadeia leve k no 2 e, A no 22. No
entanto, a sintese do anticorpo ndo é um processo simples. Ainda em nivel de DNA,
durante a maturacdo do linfécito B, ocorre recombinacao de segmentos génicos
especificos denominados V e J para a cadeia leve e; V, D e J para a cadeia pesada
gerando éxons rearranjados, o que garante a alta diversidade de anticorpos
encontrada nos organismos vivos. Assim, depois da estimulacdo antigénica, durante
a transcricdo e processamento do RNA o éxon previamente rearranjado VDJ na

cadeia pesada se justapde com um dos éxons Cy, Cy, Ca, Ce ou Cs. Para a cadeia
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leve, o éxon rearranjado VJ se une a, preferencialmente, Ck na espécie
humana(38,39). Sequencias altamente conservadas denominadas sequéncias de
sinais de recombinacdo (RSSs) estdo proximas dos segmentos V(D)) e
reconhecidas pelas proteinas RAG1 e RAG2 (Recombination Activating Gene) que
irdo auxiliar na recombinacdo dos segmentos, as duas proteinas quando
complexadas sdo conhecidas como recombinase(40,41). A figura 4 representa o

processo de recombinacéo das cadeias pesada e leve dos anticorpos.

A Cadeia pesada u B Cadeia leve x
Em LVt LVn D123 J1-6 C, Gy LVILV2 LVWn J1S G,
inhagem o TEET/TEL//TL Ve TR TR B 3
germinativa Sl /Lakl /) ll' ! L g = 3 5 I 4 [em—,
jl.!uncao D-J
D2
LVI LVn 01\.11 C, C Juncio Vo)
v it tw — U -
S /o /b hius B
DNA ForEnlins
rearranjado ‘ﬂj
et Jungdio V-D-J
D2
LVt C; Gy L"fn C.
s i . s RIII
iﬁanwm ' gTransuicao
D2
" L v|1J1 C, Gy LV\2J| C.
Transcrito P [ ) 5 aie P
primario de RNA
o — Processamento Processamento
do ANA gdo ANA
D2J1
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RNA mensageiro Al VA Vel
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e émdwm @T(aducﬂc
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Molécula N & /
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Figura 4. Sequéncia das etapas do rearranjo génico da cadeia pesada (A) e
cadeia leve (B) até a expressado do anticorpo. (Adaptado de Abbas e Lichtman,
2014)(42).

A variabilidade do anticorpo ainda pode aumentar quando o linfocito B é

ativado pelo contato com o antigeno podendo ocorrer uma mutacdo denominada
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hipermutacdo somatica, o que colabora com o aumento da afinidade do anticorpo
com o antigeno. Anticorpos com baixa afinidade também podem ser gerados, porém
células secretoras de anticorpos com baixa afinidade irdo ser induzidas a

apoptose(37,43).

A producdo de anticorpos se da pela diferenciagdo dos linfécitos B em
plasmacitos, que irdo produzir os anticorpos nos orgéos linfoides secundarios e na
medula 6ssea. Dentre as fun¢des dos anticorpos, estdo a neutralizacdo que consiste
na ligacdo dos anticorpos em receptores na superficie do agente infeccioso
impedindo sua ligacdo aos receptores celulares. A opsonizacdo que compreende o
revestimento da superficie de microrganismo por anticorpos IgG, sua por¢cdo Fc em
contato com fagécitos facilita a fagocitose dos microrganismos(44). A Citotoxicidade
Mediada por Células Dependente de Anticorpo (ADCC) que envolve o
reconhecimento por células efetoras de células sinalizadas por anticorpos,
principalmente o Linfocito Natural Killer (NK) que irdo destrui-la. A via classica do
sistema complemento tem a participagdo de anticorpos IgG e IgM que se ligam a
proteinas do complemento que induzem a lise, fagocitose e inflamacéo(45). A
neutralizacao intracelular dependente de anticorpos (ADIN) consiste em anticorpos
ligados a virus sem envelope serem carreados para dentro das células por
endocitose, dentro da célula a por¢cdo Fc dos anticorpos se ligam ao receptor
TRIM21 localizado no citosol, esse receptor pertence a familia TRIM (tripartite motif
containing) que desempenha papel importante na resposta antiviral, a regulacéo

positiva de TRIM21 evita a replicacéo viral e recruta linfcitos(46,47).

Embora nem todos os anticorpos produzidos durante a infeccdo pelo ZIKV
sejam neutralizantes estudos ja demonstraram que anticorpos neutralizantes
dirigidos contra a proteina do envelope do ZIKV bem como anticorpos induzidos pela
presenca de flavivirus podem ser importantes na resposta imunologica do
hospedeiro a infec¢do, ficando evidente que a resposta imunoldgica humoral pode

contribuir na protecéo ao virus(48,49).
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Biblioteca Conformacional de anticorpos

Conhecer a diversidade de anticorpos colabora com o entendimento do
sistema imunolégico, que traz como beneficio a producdo de novas terapias,
diagndstico e vacinas, devido sua alta especificidade e baixa toxicidade. Por essa
razdo, tém alto potencial de aplicacdo na industria farmacéutica(50). Hoje varios
anticorpos monoclonais estdo disponiveis para tratamento principalmente de
doencas autoimune e cancer, alguns biomarcadores também sé&o utilizados para o

diagnéstico e para identificar o grau da doenca(51-53).

A engenharia de anticorpos monoclonais vem evoluindo ao longo dos anos
com o0 avanco da biotecnologia. A primeira tecnologia para obtencdo de anticorpos
foi a do hibridoma na qual células do baco de um camundongo imunizado eram
fusionadas com células do mieloma, porém anticorpos totalmente murinos séo
imunogénicos o que dificulta a utilizacdo terapéutica. Outras tecnologias surgiram,
dentre elas os anticorpos quiméricos nos quais apenas as regifes variaveis sao
murinas, esta técnica foi aprimorada e os anticorpos passaram a ser conhecidos
como humanizados por possuirem apenas alcas hipervariaveis murinas combinadas
em um anticorpo humano. A Figura 5 ilustra um modelo de anticorpo quimérico e um
humanizado. Para obtencdo de anticorpos totalmente humanos foi desenvolvida a

técnica de camundongos transgénicos que produzem IgG humana(54,55).
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Figura 5. Representacdo da estrutura dos anticorpos quiméricos e humanizados. Em
vermelho regides murinas e em verde regides humanas (Adaptado de Chames,
2009)(54).

A construcdo e selecao de bibliotecas conformacionais de anticorpos in vitro
passou a ser amplamente utilizada, expressos principalmente na superficie de fagos
filamentosos e leveduras(56,57). Esta metodologia constitui alternativa a obtencéo
de anticorpos monoclonais, apresentando a vantagem de nao necessitarem de
humanizagdo para uso terapéutico como ocorre com 0S anticorpos monoclonais
murinos(58,59). As bibliotecas conformacionais de anticorpos podem ser construidas
a partir do mRNA de individuos infectados por determinado patdgeno, pacientes
portadores de tumores ou outra condi¢cdo patoldgica, animais imunizados com o
antigeno de interesse, naive (repertério ndo selecionado pelo antigeno) e, até
mesmo sequencias de anticorpos sintéticas(60,61).

Depois da construcéo de bibliotecas de anticorpos é necessario a selecéo dos
anticorpos com antigenos especificos. Muitos estudos classicos vém realizando esta
fase utilizando reacgBes imunologicas baseadas em interagdo antigeno-
anticorpos(62,63). Outra estratégia para a selecéo a biblioteca é o sequenciamento
de nova geracdo (NGS), que elimina o viés de outros métodos tradicionais de
selecdo que podem perder anticorpos de alta afinidade por serem pouco
representativos na amostra e, possibilita a obtencao de repertorios de anticorpos de
alta produtividade(64).
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Algumas bibliotecas construidas contra virus ja descritas incluem anticorpos
anti HIV-1, Influenza HLN1, Coronavirus(65—67).

Assim, diferentes abordagens para obtencdo de anticorpos sédo descritas na
literatura cientifica, embora diferentes tecnologias possam ser associadas buscando
melhores beneficios, como otimizacdo do experimento, aumento na capacidade de

triagem e melhor compreenséo do repertorio analisado.

Independente da abordagem metodoldgica escolhida etapa fundamental do
processo € a obtencédo das fracGes variaveis seja ha forma de cadeia simples (single
chain) ou de Fab(68-70).

Considerando a grande divergéncia de metodologias descritas na literatura
para obtengéo do Fab a ser utilizado na expresséo de bibliotecas o que gera grande
demanda de investimentos e tempo para a adequagdo metodologica em cada
situacdo bioldgica a proposta deste estudo foi desenvolver um protocolo otimizado
para obtencdo do Fab em pacientes portadores de ZIKV com o maior detalhamento
possivel, incluindo obstaculos, dificuldades, limitacdes técnicas e estratégias de

sucesso para supera-los.
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2. Objetivos

37



1- Elaborar uma abordagem metodologica inovadora para obtencdo do Fab a
partir de amostras clinicas de pacientes infectadas pelo ZIKA virus com infeccao

ativa.

2- Construir uma biblioteca de Fab que representem 0s anticorpos expressos

nos pacientes incluidos no estudo.
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using overlap PCR from clinical samples with ZIKV
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Resumo

A construgdo do segmento génico Fab (Fragment Antigen Bindin) por PCR
overlap € uma técnica de baixo custo, alto rendimento e ndo ha a necessidade da
humanizacdo dessas moléculas, quando comparada com técnicas convencionais
para obtencdo de anticorpos monoclonais. A técnica consiste em utilizar longos
primers para fusionar as sequencias génicas das cadeias variaveis com as
constantes dos anticorpos para diferentes aplicacdes. Apesar de ser uma técnica
que é cada vez mais utilizada com finalidades diagndsticas, profilaticas e/ou
terapéuticas, a literatura carece de informacfes detalhadas sobre a metodologia
uma vez que o sucesso do método se encontra no detalhamento metodoldgico. No
presente artigo se apresenta uma metodologia com detalhamento ainda néo
apresentado na literatura para a construcao do segmento Fab a partir de pacientes
com infeccdo ativa pelo ZIKV. Este protocolo pode ser desenvolvido, depois de
padronizado em um periodo de seis meses desde que se disponha das amostras
bioldgicas utilizadas como ponto de partida. Embora este método foi aqui proposto
para ser utilizado para construcdo de fragmentos Fab pode ser adaptado para

segmentos. scFv.
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Introducéo
Desenvolvimento e Aplicagc6es do Método

A PCR overlap consiste em uma tecnologia que vem sendo utilizada em
biotecnologia para construcdo de vetores e plasmideos recombinantes?. A
tecnologia envolve a unido de sequéncias de DNA sem a necessidade de utilizac&o
de enzimas de restricdo ou estratégias de ligacdo convencionais utilizadas nos
procedimentos de geracdo de moléculas de DNA recombinantes. De maneira geral,
PCR utilizando primers longos (entre 20 e 30 nucleotideos) séo realizadas para a
amplificacéo dos segmentos génicos de interesse de forma muito similar a uma PCR
convencional sendo que o diferencial consiste no fato dos primers utilizados
apresentarem uma cauda complementar que sera utilizada, em uma segunda etapa,
para unido dos fragmentos amplificados que se deseja fusionar3. A figura 1 ilustra

um modelo de amplificacéo por PCR overlap.

Esta tecnologia vem sendo utilizada para constru¢do do segmento génico Fab
(Fragment Antigen Binding) de anticorpos humanos. Os anticorpos humanos
apresentam estrutura monomeérica simétrica na forma de Y sendo constituidos de
duas cadeias pesadas e duas cadeias leves, sendo que tanto as cadeias leves
guanto pesadas apresentam regifes constantes e varidveis em sua sequéncia de
aminoacidos. A porcdo variavel do anticorpo é denominada Fragment Antigen
Binding (Fab) e, em sua extremidade originam-se trés alcas polipeptidicas
hipervaridveis denominadas regides determinantes de complementariedade (CDR),

gue constituem o sitio combinatério dos anticorpos®.

A porcéo variavel da cadeia pesada (VH) é constituida por trés conjuntos de
segmentos génicos (V, D, J) enquanto as das cadeias leves (Vk ou VA) por apenas
dois (V, J). A formacgéo da cadeia pesada dos anticorpos ocorre, inicialmente, pela
justaposicéo de um segmento D com um J e, em seguida com um V, originando um
rearranjo VDJ que, é posteriormente unido a cadeia constante. Processo similar
ocorre para formacdo da cadeia leve sendo que, nesse caso, a justaposicdo €&
apenas VJ e, posteriormente com a cadeia constante®. A regido VH possui cerca de

50 segmentos génicos funcionais conhecidos e a Vk, tipo de cadeia leve mais
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frequente na espécie humana, cerca de 44. Esses segmentos sdo divididos em
familias sendo que ja foram descritas sete familias (VH1 a VH7) para VH e, sete para
Vi (Vk1 a V7). S8o considerados segmentos da mesma familia quando os mesmos
apresentam 80% de homologia quanto a sequéncia de nucleotideos®2.

Esta hipervariabilidade dos anticorpos € a principal justificativa para a
utilizacdo da técnica de PCR overlap para geracdo do Fab humano uma vez que
primers especificos para todas as familias de VH e Vk podem ser desenhados para
amplificacdo da maioria das familias expressas no momento biologico de interesse
sendo que todos estes primers devem ser desenhados com caudas que permitam a
posterior fusdo dos produtos VH e Vk amplificados com o0os segmentos génicos
codificadores das cadeias constantes®. A figura 1 ilustra esta estratégia de

amplificacao.

Uma das principais aplicacdes para o fragmento Fab produzido por PCR
overlap é funcionar como material fonte para a construcdo de bibliotecas
conformacionais de anticorpos que constituem colecdes de biomoléculas variantes,
nas quais cada constituinte apresenta uma forma distinta que determinara a
capacidade de sua interacdo com uma molécula alvol®. Ja foram descritas
bibliotecas de anticorpos dirigidos contra tumores, tétano, doencas
neurodegenerativas, e alguns virus, mas até o momento ndo h& metodologia
descrita para obtencdo do Fab utilizado para constru¢ao de bibliotecas de anticorpos

anti Zika virus11-15,

Embora o desenvolvimento deste método tenha sido para gerar Fab anti-
ZIKV as estratégias aqui descritas também podem ser aplicadas para obtencao de

fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFvs).

Comparagéo com outros métodos

Ao longo dos anos tecnologias foram surgindo para obtencdo de anticorpos
cada vez menos imunogénicos, dentre eles estdo os anticorpos murinos, anticorpos

guiméricos 70% humanos, anticorpos humanizados 90% humanos e os anticorpos
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humanos produzidos por camundongos transgénicos. No entanto, todas as técnicas
agui citadas sao de dificil execucado e alto custo, com a vantagem de producéo de

moléculas completas de anticorpos?®1’.

A técnica de obtencédo do Fab in vitro por PCR overlap apresenta a vantagem
de producdo de amplo repertério de anticorpos, em menor tempo, com um menor
investimento, embora apresente a desvantagem de nao produzir o anticorpo
completo e, sim uma fragcdo dele (Fab). Outra particularidade é a chance de
amplificar segmentos génicos menos expressos que in vivo podem apresentar
menor representatividade na resposta imunolégica do hospedeiro, embora tais
segmentos possam ser utilizados para desenvolvimento de moléculas exdgenas
que podem ser utilizadas com finalidades diagnésticas, profilaticas e/ou

terapéuticast®18,

Delineamento experimental : considera¢cdes importantes
Obtencao do RNA a partir de amostras clinicas

Na tecnologia de PCR overlap o grupo ou grupos do estudo representativos
da situacao bioldgica investigada (no caso deste estudo, amostras de pacientes com
RNA do ZIKV detectavel por PCR em Tempo Real — Material Suplementar A)
devem ser abordados na forma de pool. Desta forma, 0 momento de constituicdo do
pool deve ser um fator a ser considerado. Maior eficacia do protocolo aqui descrito
foi observada quando o pool foi constituido depois da extracdo de RNA guando

comparado ao pool de sangue total e/ou buffy coat.

Neste contexto, o RNA deve ser extraido individualmente de cada amostra
incluida no protocolo (foram utilizadas cinco amostras no presente protocolo) e,
posteriormente o pool de RNA deve ser constituido. Pode-se optar, se necessario,
pela extracdo de RNA em replicata da mesma amostra para elevar a concentragao
de RNA obtido considerando que, se este procedimento for adotado, a
representatividade dos anticorpos expressos nesta amostra serdo majoritarios sobre

as demais de forma sendo assim € importante que a extracdo de RNA em replicata
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seja realizada para todas as amostras incluidas no protocolo se esta opcao

metodoldgica for realizada.

A coleta, transporte e armazenamento das amostras S&0 essenciais para
obtencdo de material genético integro principalmente devido a instabilidade do RNA,
susceptivel a acdo de nucleases celulares. Idealmente, a extragcdo de RNA a partir
de amostra de sangue total recentemente coletada resulta na obtengdo de RNA de
melhor qualidade no que se refere a integridade!®2°, Além da integridade, outro fator
fundamental para a tecnologia de PCR overlap é a concentracdo do RNA do pool
para dar prosseguimento a tecnologia. A tecnologia proposta por Barbas e
colaboradores (2001)° preconiza a utilizagdo de 20ug de RNA como ponto de partida
para a continuidade do método (amplificacdo das cadeias variaveis do anticorpo),
sendo esta a Unica literatura disponivel que destaca a importancia desta elevada
concentracdo. Esse parametro busca garantir que exista representatividade para a
biblioteca a ser construida®. A maioria dos estudos n&o menciona a concentragdo de
RNA total de partida para a construcdo do segmento Fab?l?? sendo esta uma
inovacdo do presente estudo que pode fornecer subsidios metodolégicos como
ponto de partida para outros pesquisadores na area. No presente protocolo foi
utilizada uma concentragdo de RNA 16ug, mostrando que na dependéncia da
necessidade podem ser testadas concentracdes proximas a idealmente proposta
desde que se comprove a variabilidade e representatividade do Fab nas etapas

subsequentes.

Assim, para se atingir a concentracao ideal além de extracdo de RNA em
replicatas das amostras pode-se optar pela extracdo de RNA do buffy coat, o que foi
realizado nesse estudo por contar com participantes que nao estdo em
acompanhamento no servico e, obtencdo de nova amostra foi inviavel (Material

Suplementar B).

Muitos estudos vém utilizando estratégias de enriquecimento de RNA para
minimizar os contaminantes e obter maior concentracdo de material de qualidade
como a precipitagdo com glicogénio como carreador do acido nucleico?®2?4, no

entanto para a tecnologia de PCR overlap esta estratégia foi pouco eficiente.
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A obtencdo de RNA livre de contaminacdo com DNA é essencial para o
sucesso da construcdo da biblioteca, pois a diversidade dos anticorpos é resultante
de varios processos, 0s quais ocorrem naturalmente durante os diversos estagios de
diferenciacéo do linfocito B, incluindo rearranjos génicos. Desta forma, o DNA que
codifica os anticorpos no linfécito se encontra rearranjado e pode competir pela
ligacdo ao primer utilizado na metodologia®® e, se as etapas subsequentes fossem
realizadas em amostras com DNA e RNA ndo seria possivel distinguir se a
amplificagdo das cadeias variaveis dos anticorpos ocorreu a partir do RNA
(representando a expressao génica real) ou a partir do DNA rearranjado em nivel de
linfécito B. A solucdo encontrada foi o tratamento do pool de RNA com a enzima

DNAse, enzima especifica para degradacdo de DNA?® (Material Suplementar B).

Primeira Etapa da PCR: Amplificag&o dos fragmentos gendmicos codificadores

das cadeias variaveis e constantes

O pool de RNA deve ser retrotranscrito, etapa menos critica de todo
protocolo. Na tecnologia de PCR overlap para geracédo do Fab nesta primeira etapa
sdo gerados os fragmentos codificadores das cadeias variaveis pesada (VH) e leve
do tipo k (Vk) utilizando 12 reacdes de PCR separadas para VH e quatro para Vk
para deteccdo das familias majoritarias de cada um dos fragmentos que constituem
o anticorpo. Cada reacéo de PCR utiliza uma combinacéo de primers, 0s quais para
o Fab humano ja foram descritos por Barbas e colaboradores (2001)° (Material
Suplementar C).

Consideracao fundamental nessa fase envolvem a purificacdo dos produtos
de PCR gerados uma vez que muitos fragmentos inespecificos sdo gerados. A
purificacdo dos fragmentos desejaveis (com 350-400pb) foi mais eficiente utilizando
isolamento dos produtos de PCR a partir de gel de agarose a 2% depois da corrida
eletroforética. A variacdo de 50pb que pode ocorrer entre as diferentes familias dos
fragmentos génicos VH e Vk se justificam pela possibilidade de ocorrer insercéo

aleatdria, delecdo de nucleotideos no segmento génico e hipermutacdo somatica

45



que, sdo mecanismos fisioldgicos responsaveis pela ocorréncia de maior

variabilidade dos anticorpos®?’ (Material Suplementar C).

Importante considerar que a familia VH2 mostra-se menos representada
(Material Suplementar C), o que caracteriza uma subexpressdo desta familia,
informacdo que é corroborada com a literatura, a superexpressdo do VH2 é
encontrada em algumas patologias como a dermatite atépica e espondilite
anquilosante?®2%, O mesmo ocorre para as familias Vi, sendo a V1 a com maior

nimero de segmentos génicos funcionais®.

Quanto a amplificacdo dos segmentos génicos das regides constantes (CH e
Ck - Material Suplementar D) o uso desta metodologia propde amplificacdo dos
mesmos utilizando Fab clonado no fagomideo pComb3X como material fonte, o que
favorece uma amplificacdo de maior especificidade e, se torna viavel por se tratar de

regides constantes quanto a sequéncia de aminoacidos.

Para a realizacdo da PCR overlap a literatura preconiza uma concentracéo de
VH (pool dos produtos purificados de todas as PCRs para VH) e Vk (pool dos
produtos purificados de todas as PCRs para V) de 2 a 4ug no minimo (Barbas et
al., 2001). Assim, devido a eficiéncia das reacdes de PCR e, da grande quantidade
de fragmentos inespecificos gerados para a amplificacdo das cadeias variaveis VH e
Vk uma média de 50 a 100 reacdes de PCR devem ser realizadas. Considerando a
maior eficiéncia e especificidade das PCRs para as regifes constantes em média 10

a 20 PCRs séo suficientes para atingir a concentracao ideal.

Segunda Etapa: PCR overlap para obtengcdo dos segmentos génicos H
(VH+CH) e k¥ (Vk+Ck)

Nesta etapa as caudas dos primers reverse introduzidos pelas reacdes de
PCR na primeira etapa para VH e Vk, sendo complementares ao inicio dos
segmentos génicos das regides constantes CH e Cx respectivamente funcionaréo
como linkers (overlap) para a unido de VH e CH (gerando segmento H) e Vk e Ck

(gerando segmento «) (Figura 1). Esta unido ocorre durante uma segunda reacéo de
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PCR (PCR overlap) utilizando primers que flanqueiem as regides variaveis (forward)

e constantes (reverse).

Esta € uma etapa critica do método aqui proposto. A literatura cientifica tem
reportado trabalhos que utilizaram a PCR overlap mas o detalhamento metodoldgico
é superficial na maioria dos casos!!™15, Alguns artigos metodol6égicos vém sendo
publicados nos Ultimos anos, mas as informacdes metodologicas ainda séo
contraditorias. Alguns autores defendem que a otimizacdo da reacdo de PCR
overlap pode ser realizada alterando concentracdes de primers e concentracdo de
DNA (se esta estratégia for utilizada neste protocolo concentracdes equimolares dos
produtos devem ser utilizados) como em uma PCR convencional®!, no entanto estas
abordagens convencionais ndo apresentaram sucesso neste protocolo. Além disso,
uma discrepancia observada na literatura € o numero de ciclos necessarios a PCR
overlap, sendo que alguns autores utilizam 30 a 35 ciclos segundo modelo da PCR
convencional®>® e, outros um menor nimero de ciclos de 10 a 153435 uma vez
que uma primeira amplificacdo j& foi realizada. No protocolo aqui apresentado
observa-se que a utilizacdo de 15 ciclos de amplificagdo mostrou resultado
otimizado com maior especificidade dos fragmentos gerados do que a utilizacdo de

um maior nimero de ciclos.

Notou-se que mesmo depois da otimizacdo do protocolo o produto
amplificado do tamanho esperado (750-800pb) ndo era visualizado na revelacao,

mas um excesso de material amplificado no pogo do gel (Material Suplementar E).

Considerando que para PCR overlap que objetiva construcdo de Fab humano
€ necessaria a utilizacdo de inputs iniciais (produtos da primeira etapa de PCR - VH
ou Vk) e, que para o prosseguimento do método € necessario a purificacdo dos
fragmentos (750-800pb) o que é realizado pelo isolamento dos fragmentos do gel de
agarose 2% uma consideracao importante é a diluicdo do produto da PCR overlap
1/10 em &gua ultrapura para a corrida eletroforética (Material Suplementar E). Isto
se justifica, pois, a eletroforese € um método de separacdo de moléculas que
consiste em separar os fragmentos de acordo com o tamanho, carga, forma e

propriedades topoldgicas®6-37.
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Assim, quando o produto da PCR overlap é carregado no gel a estrutura
superhelicoidal, compacta e altamente concentrada impossibilita a separacédo e
corrida adequada dos fragmentos considerando, ainda que o gel de agarose a 2%
oferece uma tensdo maior do que os de menor concentracdo para o deslocamento
dessas moléculas®:3°. Desta forma o sucesso somente é alcancado com a diluicéo,
abordagem néo reportada na literatura até o momento, sugerindo que possam estar
existindo elevadas perdas de material durante o0s protocolos experimentais
realizados. A reducdo do nimero de ciclos da PCR que ja minimiza a concentracéo
de moléculas associada a diluicdo do produto que reduz o enovelamento e acumulo

de moléculas foi o critico para o sucesso do protocolo.

Da mesma forma que na primeira etapa deste método para a realizacdo da
segunda PCR overlap (proxima etapa) a literatura preconiza uma concentracao de H
e x de 2 a 4ug, no minimo. (Barbas et al., 2001)°. Embora menor nimero de ciclos
de amplificacéo € necessario nessa etapa os produtos de PCR gerados apresentam-
se de maior especificidade sendo necessérias entre 20 e 50 PCRs para atingir a
concentracdo ideal. Para prosseguimento do protocolo pools dos produtos H e «

devem ser realizados.

Terceira Etapa: PCR overlap para obtencéo do Fab (H+x)

Esta etapa consiste de nova reacao de PCR overlap na qual os fragmentos H
e k serdo unidos. A unido destes fragmentos para formar o Fab ocorre porque uma
sequéncia especifica denominada pelB leader sequence foi introduzida nas caudas
dos primers VH forward na primeira etapa a qual sera reconhecida pela regido pelB

leader introduzido na cadeia Ck (Figura 1).

Por se tratar de nova reacdo de PCR overlap as mesmas consideracdes
realizadas no item anterior devem ser observadas, sendo que devido ao tamanho

superior deste fragmento (aproximadamente 1500pb) é uma etapa mais critica.

A principal consideracdo desta etapa € acertar a concentracdo ideal para a

reacdo. Foram realizados protocolos 10ng, 20ng, 30ng e 50ng de produto
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amplificado e, o melhor resultado foi a concentracédo de 50ng em um volume final de
20uL. A banda apresentou um tamanho de aproximado de 1200pb, o valor de

referéncia da literatura é de 1500pb (Material suplementar F).

Validagdo do Fab construido

Esta etapa consiste em uma estratégia para garantir de o fragmento
construido constitui 0 segmento de interesse para avaliar suas aplicacbes e

limitacdes de utilizagao.

Neste método se propBe a insercdo do segmento construido em vetor
construindo uma molécula recombinante, utilizada para transformar bactérias e

sequenciamento destes clones.

Consideracdo importante desta etapa consiste em observar no segmento
construido (visualizado no sequenciamento) a presenca dos sitios de restricdo
(figura 1) se o mesmo for destinado a expressao ou, se este ndo estiver presente por
eventuais perdas durante o procedimento experimental avaliar a possibilidade da
utilizacdo do fragmento construido (repetir o procedimento ou adaptar nova overlap

para insercdo da cauda com sitio de restricdo adequado).
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Especializacdo necessaria para a implementagdo do método

O método aqui proposto apresenta grande complexidade de forma que o
responsavel por sua implementacdo deve apresentar conhecimentos prévios em
imunologia e biologia molecular avancadas além de dominio das tecnologias

envolvidas em cada etapa.

Limitacdes

O método aqui proposto apresenta uma principal limitacdo de gerar parte da
regido codificadora do anticorpo e ndo a regido completa. No entanto, o fragmento
gerado € o responsavel pela especificidade da resposta e, para aplicacfes futuras
no desenvolvimento de terapias, vacinas, testes diagnosticos e perfil de anticorpos
apresentara a complementaridade necessaria uma vez que esta esta contida nas

regides hipervariaveis (CDRS).

Na dependéncia da aplicacdo pode existir insucesso na Ultima etapa da PCR
(PCR overlap para geracao do Fab) neste caso pode ser avaliada a utilizacdo deste
fragmento. Se o fragmento for utilizado para descricdo de CDRs expressas, busca
de biomarcadores o método pode ser finalizado na segunda etapa. No entanto, se a
geracdo do segmento génico Fab se destina a uma futura utilizagdo na expressao
destes anticorpos deve ser considerada a possibilidade de utilizar a metodologia de
geracdo de single chain®, uma vez que os produtos da primeira e segunda etapa do

método aqui descrito sdo instaveis para expressao.
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PROCEDIMENTOS

Extracdo de RNA de sangue total e buffy coat para obtencdo do RNA

1. As amostras devem estar a temperatura ambiente

2. Para cada 300uL de sangue total ou buffy coat adicionar 1mL de Trizol
gelado.

3. Homogeneizar em vortex por 15 segundos e incubar por 5 minutos a

temperatura ambiente.

4. Adicionar 200uL de cloroférmio gelado a cada mL de Trizol e novamente
homogeneizar em vortex por 15 segundos, incubar em gelo por 3 minutos e
centrifugar a 24.192xg por 15 minutos a 4°C.

5. Transferir a fase aquosa para um novo microtubo. Etapa Critica Ao pipetar a
fase agquosa evitar a contaminacdo com as outras fases extraidas.

6. Adicionar 500uL de isopropanol, homogeneizar por inversdo, incubar por 10
minutos a 20°C e centrifugar em 32.928xg por 10 minutos a 4 °C.

7. Desprezar o sobrenadante, lavar o pellet com 1mL etanol 75% gelado e
centrifugar a 32.928xg por 5 minutos a 4 °C.

8. Retirar o etanol e secar o pellet a temperatura ambiente.

9. Eluir o RNA extraido em 40uL de agua ultrapura.

10. Apoés a extracao, analisar a integridade do RNA por eletroforeses em gel de
agarose 1% através da visualizacdo das bandas correspondentes aos tipos de RNA
ribossdmico (rRNA) celulares 28S, 18S e 5S

Tratamento com DNase

11. A degradacdo do DNA contaminante deve ser realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante. Utilize material RNase-free.

12. Para avaliar a eficiéncia do método na eliminacdo da contaminacdo por DNA
realizar eletroforese em gel agarose 1%, com Gelred 1X, corrida eletroforética a
90V, 4mA por 50 minutos em tampéao Tris-Borato-EDTA 1X (TBE). A visualizar sob
luz ultravioleta (UV).

13. Realizar a quantificacdo pelo fluorimetro Qubit® 2.0 com o kit Qubit® RNA

HS Assay, segundo as especificagdes do fabricante.
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Transcricdo reversa

14. Mix para reacao de transcricado reversa

Mix 1 Volume (uL)
Agua RNase free 3

Primer (10uM) 1

RNA (750ng) 10

Total 14

Etapa Critica: Preparar um mix para cada primer (IgG, IgM e Random — Figura 2). Incubar a

70 °C por 5 minutos e colocar imediatamente em gelo por 5 minutos.

Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3

Primer IgG Primer IgM Random Primer

Figura 2: Esquema da reagdo de Transcricdo Reversa. Primers: IgG (GTCCACCTTGGTG
TTGCTGGGCTT)?, IgM (TGGAAGAGGCACGTTCTTTTCTTT)® e Random (Random Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Mix 2 Volume (pL)
Agua RNase free 1.9

Improm |l 5x Reaction Buffer 4

MgCl. (25mM) 1.6

dNTP (10mM) 1

Improm Il Reverse Transcriptase 2.5
Total 11

Etapa Critica: Adicionar o Mix 2 individualmente em cada tubo j& com o Mix 1. Total da

reacéo é de 25pL.

53



15. Execute o seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=1) Step 3 (n=1)
25°C — 5 min 42°C1h 40C oo

Amplificacdo das variaveis pesada (VH) e leve (Vk)

16. Para amplificacdo das regides variaveis tanto da cadeia leve como da cadeia
pesada fazer a reacdo descrita abaixo utilizando as combinacdes de primers

descritas no Material Suplementar C.

Mix Volume (uL)
Agua ultrapura 20

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 25

Primer Reverse (10uM) 2

cDNA (25ng)

Total 48

Etapa Critica: Aliquotar inicialmente no tubo vazio 2uL do primer forward e, em seguida

aliguotar o mix.

17. Execute o seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=5) Step 3 (n=40) Step 4 (n=1) Step 5 (n=1)
94°C—-5min 94°C-30s 94°C-30s 72°C—-10min 4°C - =
30% slope 56°C—-45s
60°C—-45s 72°C—-1mine30s

72°C1mine30s
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18. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 80V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

19. Recuperar os fragmentos do gel utilizando o kit Invisorb® Fragment Clean Up
de acordo com as especificacdes do fabricante e quantificar utilizando o kit Qubit®
dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0. Realizar tantas reacdes quanto forem
necessarias até atingir a concentracdo minima (2 a 4ug).

20. Separar os produtos purificados em dois pools, um pool das variaveis da

cadeia leve (Vx) e um com a cadeia variavel pesada (VH).

Extracdo do fagomideo com os fragmentos constantes da cadeia pesada

(CH) e leve (Ck) clonados

21. Extrair o DNA do fagomideo pComb3X clonado em E. coli XL1 -Blue, o qual
contém um molde Fab humano pelo kit QlAprep Spin Miniprep, de acordo com as
especificacdes do fabricante.

Amplificagéo da cadeia CH

22. Para amplificacdo da cadeia de CH fazer a mistura de reagdo abaixo
utilizando a combinacgéo de primers descrita no Material Suplementar D.

Mix Volume para uma reagao (pL)
Agua ultrapura 20.5

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 25

Primer Foward (10uM) 2

Primer Reverse (10uM) 2

pComb purificado (77,2ng) 0.5

Total 50
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23.  Execute o seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=35) Step 3 (n=1) Step 4 (n=1)
94 °C -5 min 94°C-30s 72°C—-10min  4°C -
56°C-30s

72°C-1mine30s

24. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 80V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

25. Recuperar os fragmentos do gel utilizando o kit Invisorb® Fragment Clean Up
de acordo com as especificacdes do fabricante e quantificar utilizando o kit Qubit®
dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0.

26. Realizar tantas rea¢fes quanto forem necessarias até atingir a concentracéo

minima (2 a 4p.9).

Amplificacdo da cadeia Ck

27. Para amplificacdo da cadeia de CH fazer a reacéo utilizando a combinacgéo de

primers descrita no Material Suplementar D.

Mix 2 Volume para uma reagao (L)
Agua ultrapura 20.5

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 25

Primer Foward (10uM) 2

Primer Reverse (10uM) 2

pComb purificado (77,2ng) 0.5

Total 50
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28. Execute o0 seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=5) Step 3 (n=40) Step 4 (n=1) Step 5 (n=1)
94°C-5min 94°C-30s 94°C-30s 72°C — 10 min 4°C - =
30% slope 56°C -45s
62°C —-45s 72°C—-1mine30s

72°C1mine30s

29. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 80V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

30. Recuperar os fragmentos do gel utilizando o kit Invisorb® Fragment Clean Up
de acordo com as especificacdes do fabricante e quantificar utilizando o kit Qubit®
dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0.

31. Realizar tantas reacdes quanto forem necessarias até atingir a concentracao

minima (2 a 4uQ).

Primeira PCR overlap da cadeia pesada (H)

32. Para unido dos fragmentos da cadeia pesada VH + CH realizar a seguinte
reacao utilizando a combinacao de primers descrita no Material Suplementar E.

Mix Volume para uma reagao (L)
Agua ultrapura 2.5

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 10

Primer Foward (10uM) 1.6

Primer Reverse (10uM) 1.6

dNTP 0.5

Produto VH (20ng) 3

Produto CH (20ng) 0.5

Total 20
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33.  Execute o0 seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=15) Step 3 (n=1) Step 4 (n=1)
95°C -2 min 95°C-15s 72°C—-10min 4°C -
50°C-30s
72°C — 2 min

34. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 80V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

35. Recuperar os fragmentos do gel utilizando o kit Invisorb® Fragment Clean Up
de acordo com as especificacdes do fabricante e quantificar utilizando o kit Qubit®
dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0.

36. Realizar tantas rea¢fes quanto forem necessarias até atingir a concentracéo
minima (2 a 4p.9).

Primeira PCR overlap da cadeia leve (k)

37. Para unido dos fragmentos da cadeia leve Vk+ Ck realizar a seguinte reacao

utilizando a combinacgéo de primers descrita no Material Suplementar E.

Mix Volume para uma reacao
(bL)

Agua ultrapura 24.8

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 10

Primer Foward (10uM) 1.6

Primer Reverse (10uM) 1.6

dNTP 0.5

Produto V« (20ng) 1

Produto Ck (20ng) 0.5

Total 20
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38. Execute o0 seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=15) Step 3 (n=1) Step 4 (n=1)
95°C -2 min 95°C-15s 72°C—-10min 4°C -
56°C-30s
72°C — 2 min

39. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 90V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

40. Recuperar os fragmentos do gel utilizando o kit Invisorb® Fragment Clean Up
de acordo com as especificacdes do fabricante e quantificar utilizando o kit Qubit®
dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0.

41. Realizar tantas reacdes quanto forem necessérias até atingir a concentracao
minima (2 a 4p.9).

Segunda PCR overlap - Fab

42. Para unidao dos fragmentos VH_CH + Vx_Cx realizar a seguinte reacéo

utilizando a combinacgéo de primers descrita no Material Suplementar F.

Mix Volume para uma reagao (L)
Agua ultrapura 3.27

Master Mix 2x Go Taq Hot Start 10

Primer Foward (10uM) 1.6

Primer Reverse (10uM) 1.6

dNTP 0.5

Produto H (50ng) 1.77

Produto x (50nQ) 1.26

Total 20
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43. Execute o seguinte programa de ciclagem:

Step 1 (n=1) Step 2 (n=15) Step 3 (n=1) Step 4 (n=1)
94 °C -5 min 94°C-15s 72°C—-10min 4°C -
65°C-45s
72°C — 2 min

44. Para analisar e purificar os fragmentos, submeta os produtos a eletroforese
em gel de agarose 2%, com GelRed 1X, com uma corrida eletroforética a 90V, 4mA
por 1 hora e 20 minutos em TBE. Visualizar sob luz ultravioleta (UV).

45. Recuperar os  fragmentos do gel utilizando o Wizard®
SV Geland PCR Clean-Up System de acordo com as especificacdes do fabricante e
quantificar utilizando o kit Qubit® dsDNA HS Assay, fluorimetro Qubit® 2.0.

46. Realizar tantas reacdes quanto forem necessérias até atingir a concentracao
minima (2 a 4p.9).

47. Armazenar a biblioteca de Fab construida em -80°C.

Validacéo do Fab construido

Ligagdo ao Vetor de Clonagem

48. Executar a ligacdo dos fragmentos purificados da segunda PCR overlap em
uma proporcao de 3:1 com o vetor pGEM-T Easy. O fragmento deve ser ligado ao
vetor de clonagem utilizando 50ng do vetor pGEM-T-Easy®, 60ng do DNA
purificado, 2x Rapid Ligation Buffer, 3 unidades de T4 DNA ligase e 4gua em um

volume final de 10pL. Incubar a reacdo a 4°C overnight.

Preparo das células quimiocompetentes
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49. Em 3mL de meio de cultura Luria-Bertani - LB liquido inocular 50uL da
bactéria Escherichia coli linhagem similar a DH10B e incubar a 37°C overnight em
agitacéo de 11xg.

50. Para o isolamento das colbnias realizar a semeadura por esgotamento em
meio LB sdlido e colocar em estufa a 37°C overnight.

51. Isolar uma colbnia e colocar para crescer em 3mL do meio LB liquido
overnight, adicionar os 3mL de crescimento em mais 500mL do meio LB liquido e
deixar sob agitacdo de 11xg até atingir OD de 620, ap0s atingir a OD centrifugar a
1.512xg por 15 minutos a 4°C e desprezar o sobrenadante.

52. Ressuspender o pellet em 1/3 do volume original com FB.

53. Incubar em gelo por 30 minutos, centrifugar a 1.512xg por 15 minutos a 4°C e
o desprezar o sobrenadante novamente. Resssuspender as células em 1/12,5 do

volume original.

Transformagdo das células competentes

54. A transformacdo da E. coli linhagem similar a DH10B seguiu as
especificacdes do fabricante.

55. Posteriormente, plaquear as bactérias em meio LB sélido contendo ampicilina
100mg/mL, contendo ainda 2mg/mL de X-Gal e 100mg/mL IPTG.

56. ApoOs a transformacdo isolar colénias em falcons separados cada um

contendo 3mL de meio LB liquido e incubar a overnight a 37°C sob agitacdo a 11xg.

Extragdo do vetor por lise alcalina

57.  Aliguotar 1,5mL do meio com o crescimento das coldnias isoladas, centrifugar
por 2 minutos a 24.192xg a 4°C, descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet
em vortex.

58. Adicionar 100uL da solucéao 1, ressuspender o pellet em vortex.

59. Adicionar 200uL da solu¢ao 2 e homogeneizar por inversao.

60. Adicionar 150uL da solucdo 3 novamente homogeneizado por

inversao e, em seguida centrifugar por 15 minutos a 24.192xg a 4°C.
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61. Colocar o sobrenadante em um tubo limpo e foi adicionar 1 volume de
isopropanol e homogeneizar por inversao, centrifugada por 10 minutos a 24.192xg a
4°C, descartar o sobrenadante.

62. Adicionar 500uL de etanol 70%, homogeneizar em vortex e centrifugada por 5
minutos a 24.192xg a 4°C, descartar o sobrenadante e secar o pellet secou em
temperatura ambiente.

63. Ressuspender o pellet em 300uL de RNase A em uma concentragdo de

50ug/mL e incubar a 37°C por 20 minutos.

Sequenciamento de capilar (Sanger)

64. Sequenciar os vetores extraidos dos clones através do equipamento ABI 3500
com kit ABI Prism® Big Dye™ terminator Cycle Sequencing v.3.1, segundo as
especificacdes do fabricante.

Resultados Antecipados de aplica¢des futuras

A utilizacdo do Fab aqui apresentada (construida a partir de amostras de
pacientes com infeccdo ativa por ZIKV) pode ser utilizada para a construcdo de
bibliotecas conformacionais de anticorpos para estudos de desenvolvimento de
terapias, vacinas, testes diagndsticos e prognésticos, todos baseados em
anticorpos. Além disso, a biblioteca dos fragmentos construidos Fab e fracfes
variaveis dos anticorpos anti-ZIKV podem ser triados por sequenciamento em larga

escala para identificagdo de CDRs e busca de biomarcadores para a doenga.

Assim, considerando a necessidade emergente de novas tecnologias para a
identificacdo de biomarcadores na infeccdo por ZIKV a aplicabilidade do protocolo
aqui apresentado é muito grande além do fato que o presente método pode ser

utilizado em outras arboviroses e, outras infecgdes virais, principalmente.
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O presente protocolo pode ser aplicado a outras situacfes biolégicas que nao
a infeccdo por virus embora nestes casos deve ser avaliada a similaridade da

resposta imunolégica humoral em questao.
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Material Suplementar A: Amostras incluidas no estudo

As coletas das amostras tiveram seu inicio em janeiro de 2016 e, foram
realizadas até agosto de 2017. A coleta de amostras foi realizada durante a Forca
Tarefa para o acompanhamento em Tempo-Real do ZIKV no estado de S&o Paulo,
rotina assistencial emergencial estabelecida durante a disseminacdo do virus no
pais, sendo o Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu,

Faculdade de Medicina, Unesp laboratorio executor desta forca tarefa.

Durante este periodo, dezenove amostras clinicas foram incluidas no fluxo
assistencial para a deteccdo molecular do virus ZIKA. Ampliacdo desta amostragem
foi solicitada aos clinicos, no entanto, a regido de Botucatu apresentou baixa

incidéncia da infeccao por ZIKA Virus.

Toda padronizacdo metodologica para a deteccdo do virus por PCR em
tempo real foi realizada durante a Forca Tarefa ZIKV no Laboratério de Biologia

Molecular do Hemocentro de Botucatu, Faculdade de Medicina, Unesp.

A deteccéo do virus por RT-qPCR é fundamental para o diagnéstico devido a
reacao cruzada com outros flavivirus no diagndéstico sorolégico (Gourinat, 2015). As
metodologias empregadas para extracdo e deteccdo do RNA viral da urina e do
plasma ja haviam sido padronizadas pelo mesmo grupo de pesquisa. As amostras
foram submetidas RT-gPCR e, a tabela 1 mostra o Cycle Threshold — CT das
amostras consideradas detectaveis (CT até 38) uma vez que de acordo com a

literatura o CT de até 38 deve ser considerado positivo?.

Embora originalmente o presente estudo pretendia incluir apenas amostras
detectadas para ZIKV por RT-gPCR a partir de plasma (amostras Z17/16 e Z20/17) a
inclusdo das amostras Z02/16, Z03/16 e Z09/16, as quais apresentaram resultado da
RT-gPCR detectado apenas quando o exame foi realizado a partir da urina, se
justifica pelo fato de estudos recentes terem demonstrado que a urina constitui um

fluido biolégico de maior sensibilidade para deteccdo do virus, uma vez que 0s
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titulos virais permanecerem mais elevados e, por um mais longo tempo neste fluido

bioldgico?.

Tabela 1. Amostras com carga viral detectavel por RT-qPCR para ZIKV

Amostras

Z02/16
Z03/16
Z09/16
Z17/16
Z20/17

CT

35,43
30,62
35,30
37,70
37,20

Material Biolégico

Urina

Urina

Urina
Plasma
Plasma

RT-gPCR realizado segundo protocolo descrito por Lanciotti et al., 2007*. Extracdo do RNA realizada

pelo QlAamp RNA Viral Mini Kit (Qiagen,

Valencia, CA, USA) e, RT-gPCR com o kit

QuantiNovaTMProbe RT-PCR (Qiagen, Valencia, CA, USA) no equipamento no equipamento 7500
Real Time PCR System (AppliedBiosystems™, Foster City, CA, USA).
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MATERIAIS
Reagentes

Primers sintetizados na concentracdo de 100nM (Integrated DNA Technologies)
TRIzol Reagent (Invitrogen, cat. 15596026). Cuidado: Trizol é toxico. Manuseie com
luvas, méscara e protecdo para os olhos.

GelRed Nucleic Acid Gel (Stain-Biotium, cat. 41003)

Tris base (Himedia, cat. MB029)

Acido Bérico (Dinamica, cat. 15576028)

EDTA (Invitrogen, cat. 15576-028)

Glicogénio (Invitrogen, cat. 10814-010)

Turbo DNase (Invitrogen, cat. M1907)

Qubit dsDNA HS Assay (Invitrogen, cat. Q32854)

Qubit RNA HS Assay (Invitrogen, cat. Q32855)

Improm Il Reverse Transcriptase (Promega, cat. 03803)

Master Mix 2x Go Taq Hot Start (Promega, cat. M5138)

Invisorb Fragment Clean Up (Stratec, cat. 1020300300)

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, cat. 27104)

Wizard SV Geland PCR Clean-UP System (Promega, cat. A9285)
pGEM-T Easy (Promega, cat. A137A)

Etanol absoluto (Vetec, cat. V000103-11). Cuidado: Altamente inflamavel
Meio LB sélido (Serva, cat. 48502)

Meio LB liquido (Serva, cat. 48501)

Agarose para eletroforese (Avati, cat. AV-0110)

DH10B TOP10 (Invitrogen, cat. C404003)

KCI (USB, cat. 20598)

CacClz (Merck, cat. TA58482914)

Glicerol (PlusOne, cat. 17-1325-01)

CH3CO2K (Merck, cat. 104820)

Ampicilina (Calbiochem, cat. 171254)

X-Gal (Calbiochem, cat. 203782)

IPTG (Gibco Brl, cat. 15529-019)

Glicose (Dinamica, cat. 1673)
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SDS (Sigma, cat. L3771)

NaOH (Dninamica, cat. 1143)

CH3OOH (Vetec, cat. 141). Cuidado: CH3OOH ¢é toxico. Manuseie com luvas,
mascara e protecdo para os olhos.

Rnase A (Sigma, cat. R4875)

ABI Prism Big Dye (AppliedBiosystem, cat. 4336917)

pComb3X clonado em E. coli XL1 -Blue (cedido pelo Laboratério de Imunologia
Molecular da Universidade de Brasilia (UnB), originalmente obtido do Dr. C. Barbas
[ll, Scripps Research Institute)

Cloroféormio (Merck, cat. 1.024.451.000). Cuidado: Cloroformio € téxico. Manuseie
com luvas, mascara e protecao para os olhos.

Isopropanol (Sigma, cat. 1-9516). Cuidado: Altamente inflaméavel e toxico. Manuseie
com luvas, mascara e protecao para os olhos.

C2HsNaO:2 (Merck, cat. 1062680250)

MgCl2 (Invitrogen, cat. 10966-020)

dNTP (Thermo Fisher, cat. R0181)

Equipamentos

Termociclador (GeneAmp PCR System, modelo 9700)

Incubator Shaker, 37 °C, 11xg, para células de E. coli DH10B (New Brunswick
Scientific, modelo C24)

Vortex (Daigger, modelo Genie 2)

Milli-Q (Synthesis, modelo Millipore)

Transiluminador UV (UVP)

Centrifuga refrigerada (Eppendorf, modelo 5804R)

Cuba para Eletroforese (CBS Scientific, modelo MGV502T)

Fonte para Eletroforese (Pharmacia Biotech, modelo EPS200)

Estufa, 37 °C, para células de E. coli DH10B (Lab Trade, modelo EB60)
Fluxo Laminar Vertical, (Pachane)

Qubit 2.0 (Invitrogen)

pHmetro digital (Gehaka, modelo PG1800)
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Balanca (AND, modelo GF-1200)

Sequenciador (Applied Biosystems, modelo 3500 Series Genetic Analyzers)
Leitor de microplaca (Biochrom, modelo Asys Expert Plus)

Placas de Petri (Precision)

Microtubos de 1.5mL (Eppendorf)

Microfiltro 22uM (Millipore)

Termobloco (Eppendorf, modelo Thermo Mixer Compact)

Tempo Real (Applied Biosystem, modelo 7500)

Autoclave (Phoenix, modelo vertical)
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Material Suplementar B: Avaliacdo da qualidade do RNA

A extracdo do RNA foi realizada inicialmente de sangue total congelado a -
80°C dos cinco pacientes com RNA detectavel por RT-gPCR, a qualidade do
RNA total foi avaliada em gel de agarose 1% no qual deveriam ser observadas
bandas representativas do RNA ribossémico (rRNA) 28S, 18S e 5S, mas o resultado
inicial demostrou que o material genético estava degradado (Figura 1). A partir do
gel também foi possivel analisar a contaminacdo com DNA gendémico (gDNA), a
contaminacdo por gDNA pode produzir amplificacdo inespecifica que pode interferir

no resultado real da expresséo das sequencias de anticorpos?.

DNA

RNA

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% com GelRed™ para andlise da qualidade do RNA, o

rastro indica degradacdo do RNA, e as bandas com maior intensidade acima mostram contaminacdo

por DNA gendmico.

Para tentar aumentar a concentracdo do RNA de cada paciente foi realizada
as extracdes de RNA do buffy coat, armazenados a -80°C, o material extraido foi
acrescentado ao RNA extraido de sangue total.
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703 209 717 720
RNA (28S)
RNA (18S)

- ab

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1% com GelRed™ do RNA extraido a partir do buffy coat e
sangue total das amostras incluidas no presente estudo: Z02, Z03 e Z17 presenca das bandas dos
rRNAs 28S e 18S; Z09 e Z20 auséncia das bandas representativas dos rRNA. Presen¢a em todas as

amostras de DNA gendmico contaminante.

ApoOs a juncao das extracdes é possivel visualizar no gel as bandas das
amostras Z02, Z03 e Z17, porém o efeito de arraste permaneceu. Nas amostras Z09

e Z20 néo foi possivel visualizar as bandas do rRNA.

Um pool foi feito com as amostras Z02, Z03 e Z17, e tratamento com Turbo

DNase (Ambion® - AppliedBiosystem™) foi realizado

RNA (28S) ==—p
RNA (18S) ——p

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% com GelRed™ para andlise da qualidade do pool de

RNA e grau de pureza do material apés tratamento com Turbo DNase.

75



Material Suplementar C: Amplificacdo dos fragmentos das variaveis Vk e VH

Primers Forward para amplificacéo das diferentes familias da cadeia variavel
pesada: HFabVH1-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCA
GTCTGG), HFabVH2-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCCAGATCACCTTGAAG
GAGTCTGG), HFabVH35-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAGGTGCAGCTG
GTGSAGTCTGG), HFabVH3a-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAGGTGCAGC
TGKTGGAGTCTG), HFabVH4-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCCAGGTGCA
GCTGCAGGAGTCGGG), HFabVH4a-F (GCTGCCCAACCAGCCATGGCCCAGGT
GCAGCTACAGCAGTGGGG)>.

Primers Reverse para amplificacdo da cadeia pesada: HFabVHJa-B
(CGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC) e
FabVHJb-B (CGATGGGCCCTTGGTGGAGGCWGRGGAGACGGTGACCAGGGTB
CC)°>.

Combinacdes dos primers VH: HFabVH1-F com HFabVHJa-B, HFabVH2-F
com HFabVHJa-B, HFabVH35-F com HFabVHJa-B, HFabVH3a-F com HFabVHJa-
B, HFabVH4-F com HFabVHJa-B, HFabVH4a-F com HFabVHJa-B, HFabVH1-F com
HFabVHJb-B, HFabVH2-F com HFabVHJb-B, HFabVH35-F com HFabVHJb-B,
HFabVH3a-F com HFabVHJb-B, HFabVH4-F com HFabVHJb-B, HFabVH4a-F com
HFabVHJb-BS.

Primers Forward para amplificacdo das diferentes familias da cadeia leve do
tipo kappa: HSCCkl-F (GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCCAGATGACCCAGTCT
CC), HSCCk24-F (GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGTGATGACYCAGTCTCC),
HSCCk3-F (GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGTGATGACYCAGTCTCC), HSCC«k5-
F (GGGC CCAGGCGGCCGAGCTCACACTCACGCAGTCTC)>.

Primer reverse para amplificacdo das diferentes familias da cadeia leve do
tipo kappa: HCx5-B (GAAGACAGATGGTGCAGCCACAGT)®.
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Combinacdes dos primers Vk: HSCCk1l-F com HC«k5-B, HSCC«k24-F com
HC«5-B, HSCC«3-F com HCk5-B, HSCCk5-F com HCxk5-B®.

As figuras 4 e 5 mostram resultados da primeira etapa da PCR para diferentes

familias de VH.

L VH1 VH2 VH3a VH35 VH4 VH4a

350-400ph s

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos para as regides
codificadoras das cadeias variaveis VH (combinag¢édo dos primers forward VH1, VH2, VH3a, VH35,
VH4 e VH4a com primer reverse Ja-B). Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific, CA, USA).

L VH1 VH2 VH3a VH35 VH4 L VH4a

350-400pb ===y

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos para as regifes
codificadoras das cadeias variaveis VH (combinac¢éo dos primers forward VH1, VH2, VH3a, VH35,
VH4 e VH4a com primer reverse Jb-B). Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific, CA, USA).

A figura 6 mostra resultados da primeira etapa da PCR para diferentes

familias de V.
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CK1 CK24 CK3 CK5F

350pb === EEEEL iy A D G 2 D

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos para as regifes
codificadoras das cadeias variaveis Vk (combinacéo dos primers forward CK1, CK24, CK3, CK5F

com primer reverse CK5-B).
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Material Suplementar D: Amplificagcdo dos fragmentos das constantes Cx e CH

Primers para amplificacdo da cadeia pesada constante (CH): HIgGCG1-F (G
CCTCCACCAAGGGCCCATCGGTC) e Dpseq (AGAAGCGTAGTCCGGAACGTC)®.

Primers para amplificacdo da cadeia pesada leve (Cx): HKC-F
(CGAACTGTGGCTGCACCATCTGTC) e Lead-B (GGCCATGGCTGGTTGGGCAG
C)®.

As figuras 7 e 8 ilustram as amplificacdes de Cx e CH

L Ck

350pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos para as regides
codificadoras da cadeia Cx a partir de um molde Fab. Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific,
CA, USA).

350pb

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos para as regifes
codificadoras da cadeia CH a partir de um molde Fab. Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific,
CA, USA).
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Material Suplementar E: PCR overlap para cadeias H e

Primers para PCR overlap H (CH + VH): LeadVH (GCTGCCCAACCAGC
CATGGCC) e Dpseq (AGAAGCGTAGTCCGGAACGTC)®.

Primers para PCR overlap k (Ck + Vk): RSC-F (GAGGAGGAG
GAGGAGGAGGCGGGGCCCAGGCGGCCGAGCTC) e Lead-B (GGCCATGG
CTGGTTGGGCAGC)®.

A figura 9 mostra a PCR overlap realizada de acordo com o proposto por este

método.

L VH+CH Vk+Ck

750-800pb

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos na PCR overlap para
H (VH + CH) e k (Vk + Ck). Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific, CA, USA), evidenciando

auséncia dos fragmentos de interesse (750-800pb) e presenca de excesso de produto da reacdo no

pogo.

A figura 10 ilustra a mesma reagao anterior com a corrida eletroforética

realizada depois de diluicdo dos produtos da PCR overlap.
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L VH + CH L Vi + Cx

750-800pb s 750-800pb

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos na PCR overlap
para H (VH + CH) e k (Vk + Cx). Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific, CA, USA).
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Material Suplementar F: PCR overlap para o Fab (H+x)

Primers para PCR overlap para o Fab: RSC-F (GAGGAGGAG
GAGGAGGAGGCGGGGCCCAGGCGGCCGAGCTC) e dp-EX (GAGGAGGAGGA
GGAGGAGAGAAGCGTAGTCCGGAACGTC)>.

A figura 11 ilustra o resultado da PCR overlap para geragéao do Fab

L H+«k

1.200pb

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados obtidos na PCR overlap
para Fab (H + k). Ladder (L) de 100pb (Thermo Fisher Scientific, CA, USA).
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5. Conclusodes
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De acordo com os objetivos propostos nesse estudo concluiu-se que:

1-Um método com detalhamento inovador foi desenvolvido para obtencédo do
Fab a partir de amostras clinicas de pacientes com infeccéo ativa pelo ZIKA virus.

2-Uma biblioteca de Fab a partir de pacientes com ZIKV, construida por PCR
overlap, foi obtida, estando armazenada no Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu, Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina de Botucatu,

Unesp.
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Abstract

Introduction: The HPA polymorphism has already associated with HCV
presence and with fibrosis progression in Chronic Hepatitis C. It is unknown if there
are association between HPA-1 polymorphism and Hepatocellular Carcinoma (HCC).
The goal of this study was to evaluate the HPA-1 polymorphism in HCC presence.
Methods: HPA genotyping was performed from 76 HCV infected patients using
PCR-SSP. Results: There was no association between patients with and without
HCC. There was significant difference in HPA -1 genotypic frequency distribution
between HCC and F1/F2 fibrosis degree. Conclusions: The results suggest that the
HPA -la/lb polymorphism seems to be more associated with liver damage

progression than the presence of HCC

Key Words: Hepatitis C Virus - Human Platelets Antigens - Hepatocellular

Carcinoma.
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