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deteccao viral em corte de traquéia de ave experimentalmente infectada com
a estirpe M41 do VBI. (B) Controle negativo: corte de traquéia de ave nao
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Figura 16. (A) Utilizagcado do fragmento de anticorpo monoclonal scFv-N na

deteccao viral em corte de traquéia de ave experimentalmente infectada com
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a estirpe M41 do VBI. (B) Controle negativo: corte de traquéia de ave nao
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Figura 17. (A) Controle positivo: Utilizacdo dos anticorpos policlonais
contidos no anti-soro de galinhas hiperimunizadas com a estirpe H120 na
deteccdo viral em corte de traquéia proveniente de ave infectada
experimentalmente com a estirpe M41 do VBI. (B) Controle negativo: corte
de traquéia de ave Nao iNfectada..........ooceeeiiiiiiiiii i
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Producao dos fragmentos de anticorpos recombinantes scFv-N e scFv-S1 e suas
aplicac6es na deteccéo e diferenciacao do virus da Bronquite infecciosa

RESUMO

O virus da Bronquite infecciosa (VBI) é um Coronavirus avidrio que infecta aves
domésticas de corte e postura, ocasionando grandes perdas econdémicas na industria
avicola. Dada a natureza altamente contagiosa e aguda da doenca, ha uma grande
necessidade do desenvolvimento de métodos diagnésticos que possam ajudar na
deteccao e/ou caracterizacao de estirpes variantes do VBI. Sendo assim, para auxiliar
no diagnostico laboratorial da infec¢ao, foi construida uma biblioteca de fragmentos de
anticorpos monoclonais pela técnica de Phage-display. Para tanto, apés a imunizacao
de galinhas com a estirpe vacinal H120, foi extraido o RNA total do baco das aves
imunizadas e amplificadas as cadeias variaveis leve e pesada que foram unidas por
linker, originando o fragmento génico de cadeia Unica scFv. ApoOs a realizagdo de trés
ciclos de selecao foram obtidos 400 clones que foram avaliados em ensaios de ELISA e
Western blotting para averiguacdo da especificidade dos mesmos frente as proteinas
da estirpe H120. Apoés realizacao dos testes foram selecionados dois clones, um que
apresentou grande reatividade para com a proteina de nucleocapsideo (N) (scFv-N) e o
outro com reatividade para com a subunidade 1 da glicoproteina de superficie (S)
(scFv-S1). O anticorpo scFv-S1 quando utilizado em ensaio de virus-neutralizacdo em
ovos embrionados mostrou titulo significativo de protecdo. J& em testes de ELISA
utilizando estirpes de referéncia e isolados brasileiros de campo do VBI, o anticorpo
scFv-N foi capaz de detectar todas as estirpes (H120, M41, Arkansas, IBVPROS5,
IBVPRO02, IBVPRO1, IBVSCO01), enquanto que o scFv-S1 pode discriminar as estirpes
pertencentes ao sorotipo Massachusetts (H120, M41 e IBVSCO01) das demais estirpes
variantes avaliadas. Os fragmentos de anticorpos scFv-N e scFv-S1 também mostraram
bons resultados quando utilizados na técnica de imunohistoquimica indireta para a
deteccdo do VBI em anéis traqueais fixados em formol. Sendo assim, todos os
resultados obtidos demonstraram que os anticorpos scFv-N e scFv-S1 podem ser
usados para a deteccéo e diferenciacéo de estirpes do VBI.

Palavras-chave: virus da Bronquite infecciosa, anticorpos monoclonais recombinantes,
deteccao viral.
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Production recombinant fragment antibodies to scFv-N and scFv-S1 and
application in detection and differentiation of Infectious bronchitis virus

SUMMARY

Infectious bronchitis virus (IBV), the coronavirus of the chicken, is one of the main
causes of economic loss within the poultry industry, affecting the performance of meat-
type and egg-laying domestic fowls. Given the highly contagious and acute nature of the
disease, there is an urgent need for the development of diagnostic assays that can
detect and/or characterize IBV strains. In order to improve the laboratory diagnosis of
IBV infection, phage-displayed recombinant antibody library derived from splenic mRNA
of chickens immunized with H120 vaccine strain of infectious bronchitis virus (IBV) was
constructed as single chain variable fragments (scFv) by overlap extension polymerase
chain reaction (PCR) of the individual heavy (VH) and light (VL) chain variable gene
segments. After three rounds of panning selection, ten scFv phage display antibodies of
400 randomly chosen clones were demonstrated to react with IBV antigens by ELISA.
The western blot analysis selected two scFv antibodies reacting strongly with
nucleocapsid (N) (scFv-N) protein or subunit 1 of spike glycoprotein (S1) (scFv-S1) of
IBV. The anti-S1 scFv antibody showed a significant neutralization titre in embryonating
chicken egg test. In ELISA analysis using reference IBV strains and Brazilian field
isolates, the anti-N scFv antibody was able to detect all strains (H120, M41,
ARKANSAS, IBVPRO05, IBVPR02, IBVPRO1, IBVSCO01), while the anti-S1 could
discriminate Massachusetts serotype (H120, M41 and IBVSCO01) between variant
strains. A scFv-based indirect immunoperoxidase (IP) procedure was also applied to
detect infectious bronchitis virus (IBV) antigens in formalin-fixed tracheal tissue sections.
Thus, the results showed that scFv-N and scFv-S1 antibodies can be used for the
detection and differentiation of IBV strains.

Key-words: Infectious bronchitis virus, recombinant monoclonal antibodies, viral
detection.



I-INTRODUCAO

O virus da Bronquite infecciosa (VBI) é o agente etiolégico de uma importante
doenca infecciosa das aves, a Bronquite infecciosa (Bl), que ocorre com elevada
frequéncia em galinhas, frangos de corte e reprodutores dessas linhagens de aves.
Esse virus pertence a ordem Nidovirales, a familia Coronaviridae e ao género
Coronavirus, constituindo-se no protétipo dessa familia. Inicialmente, com base nas
propriedades antigénicas e sorologicas detectadas pela utilizacao de anticorpos poli e
monoclonais, o VBI foi classificado no grupo lll, sendo tais resultados posteriormente
confirmados pelo sequenciamento genémico dos sorotipos mais relevantes do virus.

O VBI é constituido por quatro proteinas estruturais, que foram identificadas
como a glicoproteina de espicula (S), que é clivada pés-traducionalmente em duas
subunidades (S1 e S2), a glicoproteina integral de membrana (M), a pequena proteina
de membrana (E) e a proteina fosforilada de nucleocapsideo (N). Diversas mutacoes e
alteracdes podem ocorrer nessas proteinas, sendo esses eventos responsaveis pela
elevada variabilidade genética e antigénica do virus, onde a glicoproteina S1 se
constitui na mais diversificada quando comparada as outras proteinas estruturais. Na
natureza, a consequéncia disso é o isolamento continuo de novas estirpes variantes do
VBI, que causam a quebra da imunidade conferida pelas estirpes vacinais. Tal situagao
enfatiza a importdncia de se buscar diagnésticos laboratoriais mais efetivos para a
deteccao de isolados desse patégeno viral.

Varios métodos tém sido usados para uma identificagdo mais rapida de estirpes
variantes do VBI, incluindo os procedimentos de biologia molecular como RT-PCR,
realizada na maioria das vezes, com oligonucleotideos iniciadores especificos para o

gene codificador da subunidade S1, seguindo-se da técnica de RFLP, ou



alternativamente, os testes de imunodiagnéstico, como inibicdo da hemaglutinacao,
virus-neutralizacdo e ELISA, especialmente quando realizados com anticorpos
monoclonais contra os principais antigenos do VBI (proteina N, glicoproteina S1 e
glicoproteina M).

Desta forma, a utilizacdo de anticorpos monoespecificos traz uma contribuicdo
relevante ao estudo da Bl. Diversas formas de se produzir anticorpos monoclonais sao
descritas, sendo de maior destaque o hibridoma e a técnica de Phage display. Esta
dltima se trata de um procedimento alternativo, onde € criada uma biblioteca de
apresentacao de fragmentos de anticorpos monoclonais (scFv - single chain Fv) em
bacteriofagos, a fim de se selecionar clones relevantes, produtores de anticorpos (scFv)
para o antigeno desejado. Em resumo, nesse sistema, a partir do RNA extraido de
células B imunes provenientes de 6rgaos linféides, é possivel obter, por técnicas de RT-
PCR, uma biblioteca dos genes codificadores das porcdes variaveis de cadeia pesada
(VH) e de cadeia leve (VL) de imunoglobulinas, os quais sdo fusionados com o auxilio
de uma sequéncia linker para reconstituir um gene artificial (VH-linker-VL) o qual
codifica os diversos fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) de anticorpos
monoclonais.

Deve-se destacar ainda que, através da inser¢cdo desses genes em locais
especificos do vetor fagomideo é possivel produzir proteinas de fusao reunindo o scFv
com a proteina plll do fago filamentoso M13, sendo que sob condi¢cdes apropriadas de
estimulo, tais proteinas de fusao sédo expressas na superficie dos fagos, mantendo
conservada a atividade combinatoria dos scFv assim expressos, podendo ser
selecionados para o antigeno de interesse. Depois de avaliados quanto a
especificidade, os scFv podem ser expressos na forma solUvel por células de
Escherichia coli, que foi desde logo um dos primeiros hospedeiros a fazer parte de
sistemas de clonagem e expressdao bem sucedidos de fragmentos de anticorpos
recombinantes.

Com relagdo a essa técnica de obtencdo de anticorpos monoclonais, as aves
quando comparadas aos mamiferos apresentam maior facilidade de obtencdo das

sequéncias codificadoras das regides variaveis de anticorpos, pois possuem apenas um



gene VH e um gene VL funcional, que tém alteradas suas sequéncias internas (CDRs -
Regides Determinantes de Complementariedade) pela insercdo de segmentos de
pseudogenes. Assim, apenas um par de iniciadores é necessario para a amplificacao
dos genes codificadores de cada cadeia de imunoglobulina (leve e pesada) e, por
conseguinte, a constru¢cdo da biblioteca de anticorpos se torna relativamente mais
simples.

Considerando todas as explanacdes anteriores, neste trabalho foram utilizadas
técnicas de engenharia genética para geracdo de fragmentos de anticorpos
monoclonais a partir de células do bago de aves hiperimunizadas com a estirpe vacinal
H120 do VBI. Para tanto, foi criada uma biblioteca de anticorpos apresentados em fagos
pela técnica de Phage display, onde foram selecionados dois clones, um deles, com
especificidade para a glicoproteina de superficie S1 (scFv-S1) e o outro, para a
nucleoproteina N (scFv-N), que tiveram os seus genes codificadores VH-linker-VL
extraidos e posteriormente ligados ao vetor pET 28a que foi utilizado na transformacéao
de E. coli (BL21) a fim de que fossem expressos os fragmentos de anticorpos sob a
forma soluvel e funcional, para que assim, sejam utilizados em ensaios soroldgicos de
deteccao e diferenciacdo de estirpes virais, auxiliando na pesquisa e evolugéo do VBI
no Brasil.



Il- REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Bronquite infecciosa

A Bronquite infecciosa (Bl) foi observada pela primeira vez em 1930, no estado
norte-americano de Dakota do Norte, sendo descrita por SCHALK & HAWN (1931). No
Brasil, foi diagnosticada primeiramente por HIPOLITO em 1957.

O Coronavirus aviario é o agente etiolégico dessa patologia, uma doenga aguda
e altamente infecciosa que acomete aves de ambos 0s sexos e das mais diferentes
idades, seja na criacao para a produgcao de frangos de corte, na criagao para a
producdo de ovos ou ainda em aves reprodutoras dessas linhagens. Essa enfermidade
ocorre praticamente em todas as regides do mundo, onde existe avicultura industrial,
sendo extremamente dificil seu controle devido a existéncia de multiplos sorotipos e
variantes do virus que podem nao responder a protecdo cruzada induzida pelas estirpes
vacinais de referéncia (CAPUA, 1999; DI FABIO & ROSSINI, 2000; CAVANAGH &
NAQI, 2003).

2.1.1. Caracteristicas genéticas e estruturais do VBI

O VBI € um membro da ordem Nidovirales, da familia Coronaviridae e do género
Coronavirus (grupo lll). O genoma desse virus possui cerca de 27 Kilobases (Kb) e &
constituido por um RNA de fita simples e com polaridade positiva. As particulas virais
sdo pleomorficas, apesar de haver predominancia de particulas esféricas, com
aproximadamente 120 nanémetros (nm) de didmetro, o virion apresenta projegdes em

sua superficie, as quais conferem um formato de coroa (Coronavirus). Ainda, nesse



genoma viral sdo codificadas quatro proteinas estruturais principais, a proteina de
nucleocapsideo (N), a glicoproteina da matriz (M), a proteina pequena de membrana
(E) e a glicoproteina das espiculas de superficie (S), a qual é clivada pos-
traducionalmente em duas subunidades S1 e S2 (LAl & CAVANAGH, 1997;
CAVANAGH, 2005; 2007) (Figura 1).

A glicoproteina M interage com o nucleocapsideo interno da particula viral e tem
cerca de 230 aminodacidos, sendo que desses, somente 10% estdo exteriorizados no
envelope viral. Além da glicoproteina M, sdo encontradas em pequenas quantidades
uma proteina pequena nao-glicosilada (proteina E) que ¢é formada por
aproximadamente 100 aminodacidos. Essas duas proteinas sdo necesséarias para a
maturacdo e formacao de particulas virais integras e maduras do VBl (CAVANAGH,
2007).

Ja a proteina do nucleocapsideo (N) esté intimamente relacionada com o RNA
gendmico e apresenta sequéncias conservadas, ocorrendo pequenas variagbes entre
as varias estirpes do VBl (BOURSNELL, 1985; BOURSNELL, 1987; CAVANAGH,
1995). Foi demonstrado que a proteina N se constitui na principal proteina do capsideo,
sendo produzida em grande quantidade na infecgdo viral. Apresenta uma estrutura
altamente conservada, com cerca de 94 a 99% de identidade entre as varias estirpes.
Segundo RESENDE (2003), grandes mutagdes na proteina N podem afetar a
estabilidade e a viabilidade viral. E uma proteina altamente imunogénica, sendo, por
conseqguinte, capaz de induzir a produgdo de anticorpos e de linfécitos T efetores
especificos, sobretudo com acéo citotoxica (SEO, 1997). Dessa forma, a proteina N
reune um numero significativo de atributos para se constituir no antigeno de eleigcao
para deteccdo/mensuracdo da presenca do VBI, ou de anticorpos anti-virais
especificos, presentes em amostras clinicas colhidas de aves suspeitas de infeccao
(NDIFUNA, 1998).

A glicoproteina S se encontra intimamente associada com o envelope viral,
sendo que a subunidade S2 atua no sentido de fixar essa molécula na camada bi-

lipidica do envelope viral, enquanto que a subunidade S1 é mais externa e responsavel



pela interacdo com receptores especificos presentes na superficie de células alvo da
infeccao pelo VBI para que ocorra a adsorc¢éo viral a tais células.

Em vista da relevancia da glicoproteina S para a infectividade, foram
encontrados, particularmente na subunidade S1, sitios antigénicos indutores de
anticorpos virus-neutralizantes (VN) e de anticorpos inibidores da hemaglutinacao (Hl),
0 que levou a associacdo desta proteina com a principal estrutura antigénica
responsavel pela inducdo de respostas protetoras nas aves imunizadas, ou apos
convalescenca de infeccdo ou naquelas que foram vacinadas, ou ainda pela
caracterizacdo dos diferentes sorotipos e subtipos do VBI (KOCH et al., 1990;
IGNJATOVIC & GALLI, 1994; GELB et al., 1997; LAl & CAVANAGH, 1997; WANG et
al., 2002).

A glicoproteina S apresenta oito sitios antigénicos importantes, sendo que seis
estao presentes na fracdo S1 e foram identificados como S1-A/B/C que se encontram
sobrepostos e S1-D, S1-E e S1-F, enquanto que na fracdo S2, localizam-se mais dois
sitios, S2-G e S2-H. Foi relatado que esses sitios, com excecdo de S1-F e S2-H, podem
induzir a producdo de anticorpos virus-neutralizantes (CAVANAGH et al., 1984;
MOCKETT et al.,, 1984; KOCH et al.,, 1990; KOCH et al., 1991). Um outro aspecto
interessante a salientar esta relacionado ao fato de que ocorre uma grande
variabilidade no gene S1, especialmente em determinadas regides definidas como
hipervariaveis (HVRs). Trés dessas regides hipervariaveis ja foram mapeadas e
denominadas HVR-1, HVR-2 e HVR-3, alguns estudos tem relatado que essas regides
estdo diretamente associadas na interagdo com anticorpos virus neutralizantes, e por
conseguinte, constituem-se em determinantes sorotipos especificos apresentados pelas
diversas estirpes variantes do VBI (MOORE et al., 1998) (Figura 2).

Dessa forma, a glicoproteina S constitui-se no principal alvo para se desenvolver
métodos de diferenciacdo desse virus, seja através de técnicas de biologia molecular,
como o RT-PCR e RFLP, ou ainda o sequenciamento de nucleotideos do genoma viral,
seja através de técnicas de imunodiagnéstico (LAl & CAVANAGH, 1997; SONG et al.,
1998; WANG et al., 2002).



Figura 1. Esquema contendo a organizacdo estrutural do VBI e as quatro proteinas estruturais
principais; a proteina de nucleocapsideo (N), a glicoproteina da matriz (membrana) (M), a
proteina pequena nao-glicosilada (E) e as glicoproteinas das espiculas de superficie (S)
(www.cell_research.com/20033/20033COVER.htm).
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Figura 2. Representacado esquematica do genoma do VBI e localizagao dos principais sitios antigénicos
da glicoproteina S (Modelo elaborado por Furuyama, 2005).



2.1.2. Variabilidade genética e antigénica do VBI

As variagbes genéticas e fenotipicas do VBI sdo fenébmenos relativamente
frequentes, resultando no aparecimento de alteragdes marcantes especialmente no
gene codificador da glicoproteina S. Essas alteragdes genéticas acarretam mudancgas
relevantes nas propriedades antigénicas e naquelas associadas a viruléncia e/ou a
patogenicidade desse agente infeccioso, sendo descritos em diversas partes do mundo
mais que 20 sorotipos desse virus (CAVANAGH et al.,, 1992; CAVANAGH & NAQI,
2003)

A existéncia e mesmo a geragao continuada de diferentes estirpes do VBI esta
diretamente relacionada com a ocorréncia de fendbmenos de mutagdo, sendo eles:
delecédo, insercdo e recombinacdo do RNA gendmico viral (KUSTERS, 1989;
CAVANAGH et al.,, 1992; LEE & JACKWOOD, 2000). H& muitas evidéncias da
ocorréncia de recombinagcdo natural entre os genomas de diferentes estirpes do VBI
(HOPKINS, 1974; DARBYSHIRE, 1978; COOK, 1984; KUSTERS, 1990; WANG et al,
1993; JIA, 1995; CAVANAGH, 2007).

Nesse contexto das consequéncias da grande variabilidade dos coronavirus
aviarios, deve ser ressaltado que as perdas econémicas mais significativas por este
virus a produgéo avicola mundial estdo mais diretamente relacionadas ao aparecimento
de novos sorotipos ou variantes desse mesmo virus, que antigénica e geneticamente
sao distintas das estirpes selvagens e vacinais (GELB et al., 1991). Portanto, diferentes
sorotipos e variantes antigénicas sao gerados no curso da evolucdo do VBI e as
principais alteragbes presentes nesse virus estdo associadas principalmente a
glicoproteina S1, a qual possui importantes epitopos que sao alvos da virus-
neutralizagcdo. Tal mecanismo imune se constitui em uma das principais pressoes
seletivas exercidas pelo hospedeiro e se refletirda em uma maior variagao genética e/ou
antigénica sobre esse marcador genotipico e fenotipico, de forma que nesse processo
evolutivo ocorrem  diferencas progressivamente maiores, sendo que 0s
gendtipos/sorotipos variantes afastam-se cada vez mais do genétipo/sorotipo parental

original.



2.1.3. Patogenia e Sinais Clinicos

O VBI é um patdégeno do trato respiratério e urogenital de galinhas, que se
reveste de uma grande importancia para a industria avicola em virtude das perdas
significativas de produtividade que acarreta nas aves por ele infectadas. A infecgao
provoca geralmente lesbes no trato respiratdrio superior, atingindo pulmdes e sacos
aéreos, as quais se associam e sao exacerbadas por infeccbes bacterianas
secundarias. Podem ser ainda encontradas, na dependéncia da estirpe do VBI, lesdes
produzidas por esse virus no trato urogenital de aves infectadas (CAVANAGH & NAQI,
1997).

As principais alteracdes/lesbes produzidas pelo VBI nos tecidos do trato
respiratorio incluem deciliagdo do epitélio traqueal e bloqueio da producdo e da
secrecao de muco pelas células caliciformes, o que favorece sobremaneira a instalacao
de infeccbes secundarias por bactérias, como E. coli e/ou micoplasmas.

Estirpes mais virulentas desse virus podem causar quadros mais graves de
pneumonia e, nesse caso, taxas mais elevadas de mortalidade. O VBI pode afetar
outros 6rgaos e tecidos, como o pro-ventriculo, o intestino e as tonsilas cecais, bem
como os rins e o oviduto. Nesse Ultimo caso, as lesbes provocadas nos tecidos do
oviduto acarretam ndo sé diminuicdo na producdo de ovos, como o0 aumento de
problemas na qualidade dos ovos produzidos. Esse virus persiste nas tonsilas cecais de
onde € eliminado junto as fezes, por varias semanas ou até mesmo meses apds a
infeccao (GELB et al, 1989; AMBALI & JONES, 1990).

2.1.4. Epidemiologia

A Bl é uma das doencas aviarias mais dificeis de serem controladas, pois o VBI
se dissemina muito rapidamente por via aerégena entre as aves de uma granja, devido
ao periodo bastante curto de incubacao do virus (18-48h) e de sua natureza altamente
contagiosa. Acresce-se ainda o fato do virus estar presente nas secrecdes respiratorias

e nas fezes, sendo dai facilmente disseminado por meio de aerossoéis.
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Embora menos frequente, ja foi relatado a transmissdo mecanica do VBI por
seres humanos através de roupas ou calgcados contaminados e mesmo por meio de
fomites, equipamentos usados no manejo de aves infectadas. Nesse sentido, deve ser
destacado, ainda, que o VBI pode penetrar no organismo das galinhas através de
inalagdo ou ingestdo de alimentos ou &gua contaminada, passando a se replicar
inicialmente no trato respiratério superior (DI FABIO & ROSSINI, 2000; ABREU et al.,
2006).

Desde a descricao do primeiro isolamento do VBI no Brasil por HIPOLITO
(1957), este virus tem sido continuamente isolado em varias regides do pais e tem sido
associado a diversos tipos de manifestacdes patolégicas (DI FABIO & ROSSINI, 2000;
ITO et al., 2006; VILLARREAL, 2007).

Estudos sistematicos e abrangentes sobre a detecgdo e a caracterizacdo de
isolados do VBI no Brasil ndo tém sido conduzidos rotineiramente. Ha, no entanto,
dados de alguns estudos esparsos, como por exemplo para o estado de Minas Gerais e
referente ao periodo entre 1985 e 1986, obtidos de um levantamento soroldgico para
diversos agentes infecciosos virais e bacterianos, incluindo o VBI, tendo sido
evidenciada a presenca de aves soro-positivas a esse virus, das quais foram isolados
algumas amostras com patogenicidade para o trato respiratorio, mas nao renal em
pintinhos e que foram antigenicamente caracterizadas como pertencentes ao sorotipo
Massachusetts, embora tivessem sido detectadas algumas amostras com
caracteristicas de patogenicidade semelhantes, mas antigenicamente diferentes e que
mais recentemente revelaram diferencas marcantes no sequenciamento de
nucleotideos dos genes S1, S2 e N (RESENDE, 2003, ABREU et al.,, 2006,
MONTASSIER et al., 2006).

Além disso, no final da década de 90, DI FABIO & ROSSINE (2000) isolaram e
estudaram, através da técnica de virus-neutralizacdo cruzada em cultura de anéis
traqueais, um grupo de 15 amostras do VBI obtidas de aves apresentando diferentes
quadros clinico-patolégicos e que eram mantidas em granjas de produgdo avicola
comercial localizadas nos estados do Parana, Santa Catarina, S&o Paulo, Rio de

Janeiro e da Bahia. Os resultados da analise antigénica desses isolados revelaram que,
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apenas um desses quinze virus, apresentava relagées mais préximas com o sorotipo
Massachusetts, que é homdlogo ao da estirpe vacinal contra Bl (H120), ao passo que
0s quatorze virus restantes foram classificados em no minimo 4 grupos antigénicos
distintos daqueles ja descritos em outros paises e que constituiam os sorotipos de
referéncia mais conhecidos do VBI (MONTASSIER et al., 2006).

A partir do ano 2000, a Bl passou a ser estudada com maior sistematiza¢gao no
Brasil, sendo encontrada a presenca de um numero significativo de variantes genéticas
do VBI, com caracteristicas distintas das estirpes de referéncia de outros paises da
América, Europa, Asia e Oceania. Nesse sentido, deve-se destacar que MONTASSIER
et al. (2006), ao analisar as sequéncias de nucleotideos da extremidade 5-proximal da
glicoproteina S1 e 3’-terminal do gene N de amostras isoladas entre 1988 e 2000 de
granjas comerciais, localizadas nas regides sul e sudeste do Brasil, encontraram para o
primeiro gene perfis filogenéticos que permitiram a classificagdo desses virus em cinco
grupos diferentes, sendo alguns deles diferentes inclusive daqueles que agrupavam ou
a estirpe de referéncia vacinal Massachusetts ou de outras estirpes de referéncia como
a Connecticut ou Arkansas, formando assim, um conjunto de estirpes autéctones do
Brasil. A andlise molecular correspondente ao gene N demonstrou que, apesar de ser
uma regido reconhecidamente menos variavel para as estirpes do VBI, ela apresenta
em sua porcao C-terminal um certo grau de polimorfismo, sobretudo para as variantes
caracterizadas como singulares ou autdctones do Brasil com base na andlise do gene
S1, pois esta regidao peptidica exerce um papel biologico relevante (MONTASSIER et
al., 2006), uma vez que contém epitopos especificos para o reconhecimento e a
ativacdo de linfocitos T citotdxicos, os quais atuam no sentido de promover a redugcao
da carga viral conferindo, consequentemente, imunidade especifica protetora mediada
por células em aves convalescentes ou vacinadas (SEO, 1997).

Em vista de tudo que foi apresentado acima, podemos conceber que as estirpes
de VBI existentes atualmente em nosso pais provavelmente j4 estavam circulando no
plantel avicola nacional ha um longo tempo, antes mesmo da introducdo de
procedimentos imunoprofilaticos com vacinas vivas constituidas principalmente pelas

estirpes do gendtipo/sorotipo Massachusetts. Ainda, deve-se ter em mente que um
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numero consideravel de estirpes brasileiras do VBI podem ser classificadas em um
unico grupo constituido de amostras autéctones, o qual difere de todos os demais
grupos ja descritos em estudos filogenéticos anteriormente realizados e que rednem
estirpes conhecidas desse mesmo virus e oriundas das mais diversas partes do mundo
(MONTASSIER et al., 2006; VILLARREAL, 2007)

2.1.5. Medidas de controle

As medidas que tem sido mais amplamente adotadas para o controle da Bl
fundamentam-se na combinacao de abordagens basicas de biosseguranca (isolamento,
lotes préximos com idade uniforme, limpeza, desinfeccdo e vazio sanitario), juntamente
com programas imunoprofilaticos elaborados em conformidade com as condicdes
especificas de cada regiao do pais.

O controle da Bl esta principalmente fundamentado no uso de vacinas
formuladas com estirpes "vivas" e atenuadas do VBI, ou ainda de vacinas constituidas
por estirpes inativadas associadas a adjuvantes oleosos (CAVANAGH & NAQI, 2003).
No entanto, a Bl permanece, em varios paises, inclusive no Brasil, como um dos
problemas mais proeminentes para a sanidade avicola, mesmo com a ampla utilizagao
das vacinas acima mencionadas, que nao impedem o aparecimento frequente de novos
sorotipos e estirpes variantes do VBI (GELB et al., 1991), indicando a importancia e a
necessidade de que se busquem novas alternativas de preparacdes imunogénicas mais
eficazes para fazer frente aos mecanismos de evasdo desse virus que nao raro
conduzem a ruptura do estado de imunidade conferido por essas vacinas nos
hospedeiros imunizados (JIA, 1995; CAPUA, 1999; MONTASSIER et al., 2006;
VILLARREAL, 2007).

No Brasil, a vacinagao contra a Bl tem sido feita desde o inicio da década de 80,
sendo que as estirpes que tém o seu uso liberado pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento para entrarem na composi¢cdo de vacinas, sdo a H120, H90 e H52 (a
letra “H” provem da estirpe Holland e os numeros representam a quantidade de

passagens seriadas em ovos embrionados de galinha) ou alternativamente, estirpes
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naturalmente apatogénicas do mesmo sorotipo Massachusetts, como por exemplo a
Ma5 (ABREU et al., 2006; MONTASSIER et al., 2006; VILLARREAL, 2007).

2.1.6. Métodos de diagnostico

Os métodos de diagndstico convencionais do VBI sdo baseados no isolamento
viral em ovos embrionados livres de patdgenos especificos (Specific Pathogen Free —
SPF) (GELB et al., 1989) ou em cultura celulares (HOPKINS, 1974), seguidos da
identificacdo antigénica dos virus isolados pelas técnicas de virus-neutralizagdo (VNT)
ou de inibicdo da hemaglutinacao (HI) (DHINAKAR RAJ & JONES, 1996).

Para a deteccao e identificacdo do VBI podem também ser usadas as técnicas
de biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) antecedida pela
transcricao reversa (RT-PCR) e associadas com a técnica de polimorfismo do tamanho
de fragmentos do genoma do VBI gerados por enzimas de restricdo (RFLP) se
constituem nas técnicas mais recentes e precisas para o diagnéstico e diferenciacao
das estirpes variantes desse virus, mas que ainda apresentam custos bastante
elevados (DE WIT, 2000).

Uma outra alternativa para o diagnéstico laboratorial da Bl é a técnica de
isolamento do VBI a partir da inoculagdo em anéis traqueais de embrides SPF, a qual
se revelou bastante sensivel. Esse método pode ser associado a reacdo de
imunofluorescéncia direta, permitindo a deteccdo mais rapida do VBI
(BHATTACHARJEE et al., 1994). O VBI pode ser também detectado diretamente em
tecidos de aves infectadas por meio de técnicas de imunohistoquimica ou por
hibridizacao in situ (HANDBERG, 1999).

Além disso, podem ser empregados métodos indiretos de diagndstico da
infeccao pelo VBI, utilizando-se as técnicas sorolégicas como os testes de inibigao da
hemaglutinagdo (HI), de virus-neutralizagcdo (CAPUA, 1999) e também o ELISA com
anticorpos mono ou policlonais (DE WIT, 2000).

Dentro das alternativas de procedimentos de diagnéstico, IGNJATOVIC &

ASHTON (1996) demonstraram que anticorpos monoclonais contra importantes
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epitopos das proteinas S, N e M do VBI tém sido muito Uteis para fazer a diferenciacao
entre estirpes vacinais do VBI e outras amostras isoladas de plantéis vacinados. Esses
mesmos anticorpos permitiram verificar os niveis de similaridade antigénica entre as
amostras isoladas, identificando mutagbes nas estirpes variantes, bem como
diferenciando as diversas amostras, independente se elas eram ou ndo do mesmo
sorotipo. Em outro estudo, KANT (1992) relata que anticorpos monoclonais contra a
glicoproteina S1 do VBI permitiram a selegcdo de mutantes resistentes a neutralizagéao,
0s quais apos a andlise da sequéncia de nucleotideos do gene da glicoproteina S
desses virus variantes, bem como da sequéncia deduzida de aminoacidos dessa
mesma proteina, mostrou a presenca de cinco sitios antigénicos mais relevantes e que
estavam diretamente envolvidos na interagdo com anticorpos virus-neutralizantes.
Dentre estes sitios, trés eram similares a sitios antigénicos identificados em outras
espécies de coronavirus.

Fica evidente, portanto, a importancia da utilizacao de anticorpos monoclonais na
caracterizacao da variabilidade antigénica que ocorre entre estirpes isoladas do VBI.
Tais anticorpos permitem fazer a investigagcdo molecular dos epitopos e, quando
usados em conjunto a dados de analises genéticas ou bioquimicas complementares,
apresentam um elevado poder discriminatério em ensaios imunolégicos apropriados.
Nesse sentido, verifica-se que a utilizagdo de anticorpos monoclonais sorotipo-
especificos para as estirpes Massachusetts-41, Arkansas e Connecticut tem sido
fortemente recomendada na identificacdo de sorotipos envolvidos nos surtos de campo
da Bl (IGNJATOVIC & ASHTON, 1996; CAPUA, 1999).

2.2. Tecnologia do DNA recombinante para a producao de anticorpos e

fragmentos de anticorpos funcionais

Vinte e oito anos apds a publicacdo do artigo original sobre a produgédo de
anticorpos monoclonais através de hibridomas por KOHLER & MILSTEIN (1975), os
métodos e estratégias para a producdo desse tipo de anticorpos evoluiram bastante,

incorporando a manipulagcdo genética e trazendo os anticorpos ao cenario
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biotecnoldgico. As flexibilidades na manipulacao genética de seu arcabouco peptidico e
o acumulo de informagbes sobre estrutura e fungéo fizeram das imunoglobulinas um
produto de alto valor econdmico e com grandes perspectivas. A gama de
especificidade, aliada a versatilidade de construcdo e configuragdo do sitio ligante ao
antigeno, faz dos anticorpos um excelente modelo de estudo em interacdo molecular e
uma matéria-prima para gerar imunoderivados com acao farmacoldgica, diagnostico e
como marcadores moleculares (FILPULA, 2007; MARASCO & SUI, 2007).

O avancgo das técnicas de DNA recombinante permitiu o desenho de moléculas
recombinantes de anticorpos artificiais que se comportam de forma idéntica ao
anticorpo original. Os anticorpos recombinantes sdo normalmente produzidos na forma
de fragmentos polipeptidicos que preservam o paratopo do anticorpo original. A forma
mais comumente produzida e aplicada € o fragmento de cadeia Unica das regides
variaveis de anticorpo (scFv). Esses fragmentos de anticorpos apresentam peso
molecular de cerca de 30 kDa e contem os dominios variaveis das cadeias leve e
pesada, que se encontram unidas por um peptideo conector (linker) (BRIGIDO &
MARANHAOQ, 2002)

Vetores capazes de promover a sintese de anticorpos ou de seus fragmentos
recombinantes em clones de bactéria ou de células animais em cultura foram descritos
anteriormente (RUSSEL et al., 2004). Devido a facilidade de manipulacdo destes
vetores, tornou-se possivel a construcdo de moléculas com as mais diversas formas e
funcées (ANDRADE et al., 2000), onde é possivel a priori se escolher a funcdo e o
desenho da molécula a ser sintetizada. A gama de utilizacdo de anticorpos
recombinantes vai desde uma abordagem académica de estudos de modelos de
interacdo molecular até a aplicacdo clinica onde, progressivamente tais anticorpos

véem substituindo os anticorpos monoclonais convencionais obtidos de hibridomas.
2.2.1. Técnica de Phage Display

Diversas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para expressar uma

grande variedade de polipeptideos na superficie de bacteriéfagos, de bactérias, de
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leveduras ou de outros virus (MARASCO & SUI, 2007). A técnica de expressao de
proteinas na superficie de fagos filamentosos € um mecanismo considerado simples e
que permite relacionar a proteina selecionada para a caracteristica desejada a
sequéncia de DNA e, em adicéo a isso, possibilita a sele¢cdo de bibliotecas compostas
por até 10" clones (WITTRUP, 1999).

Essa técnica foi desenvolvida por GEORGE SMITH em 1985, o qual expressou
pela primeira vez a enzima de restricdo EcoRl/ fusionada a proteina oito (pVIIl) do
capsideo de um bacteriéfago. Tipicamente, é utilizado o bacteriéfago M13, um virus
filamentoso que parasita bactérias gram-negativas que por sua vez apresentam pilus F.
Esse virus é formado por uma fita simples de DNA envolta em uma capa protéica
constituida de cinco proteinas (plll, pVI, pVIl, pVIIl e pIX) (Figura 3) e utiliza a
maquinaria de replicacao, transcricao e traducao da bactéria para se reproduzir.

s/oD.

Figura 3. Esquema da estrutura do bacteriéfago: bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, pertence a um
grupo de virus bacterianos com fita Gnica de DNA envolta de um longo capsideo proteico
cilindrico. A proteina pVIIl é a principal formadora do capsideo proteico e a proteina plll é a que
utilizamos para a apresentacédo dos fragmentos de anticorpos (scFv) no presente estudo. pVI,
pVIl e pXIX representam outras proteinas formadoras da particula viral.
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Neste sistema o gene codificador do peptideo ou proteina de interesse é
geralmente fusionado a um dos genes codificadores das proteinas plll ou pVIII do fago.
Quando as particulas do fago sdo produzidas numa célula de bactéria, a proteina
hibrida do capsideo € incorporada a particula viral e o0 DNA do fago contendo o gene
fusionado é empacotado (RODI & MAKOWSKI, 1999). Assim é possivel expressar uma
populacao de diversos peptideos e empregar estes fagos em estudos de interacao
entre proteinas, estabilidade, entre outros, promovendo uma rapida produgao e
purificacdo de peptideos com as caracteristicas desejadas (SCOTT & SMITH, 1990).

Segundo KICZAK et al. (2001), a grande vantagem deste método é a ligacao
direta que se tem entre o fen6tipo observado e um gendtipo encapsidado, o que permite
a rapida obtencéo da sequéncia génica de interesse que foi selecionada.

De maneira geral, duas abordagens basicas podem ser feitas com esta técnica.
A primeira é a insercdo de uma mutacdo em um gene estrutural do virus, levando a
expressao do peptideo mutado na superficie da particula viral em condicdes tais que as
fungbes essenciais do produto daquele gene ndo sejam afetadas. A segunda
abordagem € a producdo de uma biblioteca de peptideos a partir da insercdo de um
oligonucleotideo degenerado, o qual serd expresso como fusdo de uma das proteinas
da capa viral (RODI & MAKOWSKI, 1999). Segundo MAKOWSKI (1994), a perfeita
exposicdo de um peptideo na superficie do fago possibilita a atuacdo desta proteina
como um ligante, uma enzima, um imundgeno ou desempenhando qualquer outra
funcdo em processos bioldgicos.

Como em qualquer outra técnica, existem limitagdes que devem ser destacadas.
Por compreender um sistema bioldgico, este responde de maneira diferente a diversas
mutacdes que podem ser feitas. Algumas mutacées podem acarretar problemas na
replicacdo enquanto outras podem ser extremamente vantajosas para o fago tanto em
relagcdo ao crescimento como em relagdo a estabilidade da particula viral (RODI &
MAKOWSKI, 1999). Outras limitacbes observadas por ADEY et al. (1995),
compreendem a selecdo de uma classe de fagos que s&o isolados por se ligarem
diretamente ao plastico (poliestireno) dos tubos utilizados no processo de selecdo. Para

evitar ou minimizar estes problemas, os autores sugerem que seja usado uma alta



18

quantidade da proteina alvo a ser imobilizada e que os tubos de selecdo sejam
blogueados com leite em p6 desnatado. Uma outra limitagdo que é observada quando
se utiliza o sistema de expressdo RPAS (Recombinant Phage Antibody System) é a
expressao inexistente ou em quantidades infimas de proteina heteréloga na forma
soluvel, forgando a troca do sistema de expressdo para a obtengdo de quantidades
suficientes de proteina heterd6loga que possam ser usadas para os fins que se
destinam. Este conjunto de limitacdes é responsavel por problemas que fazem com que
algumas das aplicacbes desta técnica ndao tenham sido bem sucedidas (WILSON &
FINLAY, 1998; GUO et al., 2003).

E de grande destaque dentro da tecnologia de phage display a expressdo de
fragmentos funcionais de anticorpos que, apds sua apresentacao pelo fago, podem ser
selecionados de acordo com sua afinidade de ligacao e especificidade em ensaios
diagnéstico in vitro e in vivo, e também imunoterapia para uma diversidade de
patologias (BENHAR, 2001; KRETZCHMAR & VON RUDEN, 2002). Isso foi alcancado
com a fusdo das regides codificadoras da porcao variavel do anticorpo (Fv) na porgcao
aminoterminal do gene plll do fago M13, originando o fragmento de cadeia Unica de
anticorpo (scFv) (Figura 4) (MCCAFFERTY et al., 1990).

VH-linker-VL

Fragmento de
anticorpo scFv

Proteina plil

Figura 4. Esquema da estrutura do bacteriéfago M13 carreando o fragmento de anticorpo scFv.
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A apresentacdao de fragmentos de anticorpos na superficie de fagos torna
possivel, dentre outras coisas, mimetizar a sele¢cdo que ocorre em nivel do sistema
imune, através da randomizacdo de sequéncias nas regides codificadoras das CDRs
ou da construgao de bibliotecas combinatérias de VH e de VL de animais imunizados ou
de pacientes. A obtengédo de uma biblioteca combinatéria de fragmentos de anticorpos
se faz a partir do cDNA de linfécitos que serve como molde para uma reacao de PCR,
permitindo a construcdo de uma biblioteca de oligonucleotideos sintéticos que
potencialmente varrem todo o genoma do imunoloma dos pacientes ou dos animais
imunizados, possibilitando a producao de quase todo o repertério de especificidades de
anticorpos desses individuos (BENHAR, 2001).

Com vistas a producdo de anticorpos pela técnica de phage display, as aves
apresentam diversas vantagens para o desenvolvimento desta metodologia quando
comparada aos mamiferos, pois as aves apresentam apenas um gene VH e um gene
VL funcionais, e estes genes tém alteradas suas sequéncias internas (CDRs) pela
insercdo de segmentos de pseudogenes de VL ou de VH. Assim, apenas um par de
iniciadores € necessario para a amplificacao da regiao variavel de cada uma dessas
cadeias e, por conseguinte, a construcdo da biblioteca de anticorpos se torna
relativamente mais simples (ANDRIS-WIDHOPF, 2000).

A construcao do fragmento de anticorpo scFv pressupde que os genes VH e VL
amplificados sejam fusionados com o auxilio de uma sequéncia de nucleotideos linker
para reconstituir genes artificiais (VH-linker-VL) os quais sdo capazes de codificar os
diversos fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) de anticorpos monoclonais
(KRETZSCHMAR & VON RUDEN, 2002).

Deve-se destacar ainda que, através da insercdo desses genes em locais
especificos do vetor fagomideo, é possivel produzir proteinas de fusdo reunindo o scFv
com a proteina plll do fago filamentoso M13, sendo que sob condigbes apropriadas de
estimulo, tais proteinas de fusdo sao expressas na superficie dos fagos, mantendo
conservada a atividade combinatéria dos scFv assim expressos, podendo ser
selecionados para o antigeno de interesse (KRETZSCHMAR & VON RUDEN, 2002;
SAPATS et al., 2003; 2006). Depois de avaliados quanto a especificidade, os scFv
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podem ser expressos na forma soltvel por células de E. coli, que foi desde logo um dos
primeiros hospedeiros a fazer parte de sistemas de clonagem e expressdo de
fragmentos de anticorpos bem sucedidos, podendo suprir de imediato necessidades da
pesquisa basica e também permitir a expressdo em grande escala, para fins industriais
ou clinicos (WEICKERT, 1996; WALSH, 1998; GUO et al., 2003).

Atualmente sdo escassos 0s anticorpos mono e policlonais especificos para
agentes infecciosos disponiveis em medicina veterinaria, o que torna limitante a
realizacdo de pesquisas e também a aplicagdo de diversos métodos de
imunodiagnéstico. Com isso, a evolugdo das técnicas de producdo sintética de
fragmentos de anticorpos funcionais possibilita a obtencdo de anticorpos com alta
sensibilidade e especificidade, fazendo com que a amplificagdo de seu uso se torne
uma realidade que possa ser empregada no diagnostico e diferenciagao das estirpes do

VBI que sao constantemente isoladas em nosso pais.
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lll- OBJETIVOS

3.1. Desenvolver um sistema de clonagem e expressao de fragmentos de anticorpos
monoclonais sollUveis contra as proteinas estruturais do VBI utilizando a técnica de

phage display;

3.2. Utilizar os fragmentos de anticorpos monoclonais obtidos para a deteccdo do VBI e

diferenciacao de estirpes variantes desse virus.
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IV- MATERIAL E METODOS

4.1. Oligonucleotideos iniciadores

Para o presente estudo foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
descritos por SAPATS et al. (2003) que flanqueiam os genes codificadores das cadeias
variaveis leve e pesada de imunoglobulina de galinha. As especificacdes dos

iniciadores utilizados nas reacdes de PCR estao explanadas na tabela 1.

Tabela 1. Descricao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR e respectiva localizagdo do
inserto génico.

Nomes Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores Localizacao Referéncia
VLR 5" AGTTACTGGAGCGGCCGCACCTAGGACGGTCAGGG & Cadeia leve Sapats et al., 2003
VLF 5" GGCGGTGGCGGGTCGACAGCGCGTACTCAGCCGTCCTCG 3’ | Cadeia leve Sapats et al., 2003
VHR |5 GAACCGCCTCCACCATCTAGAGAGGAGACGATGACTTCGG 3 | Cadeia pesada Sapats et al., 2003
VHF 5 ATGTCTATGGCCCAGCCGGCCGTGACGTTGGACG 3’ Cadeia pesada Sapats et al., 2003
Link1 |5 GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCT 3 3’ cadeia pesada | Sapats et al., 2003
Link2 |5 CGATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCCGCCTGA 3’ 5’ cadeia leve Sapats et al., 2003

4.2. Extracao do RNA total do baco de galinhas imunizadas com a estirpe vacinal
H120 do VBI

As aves (galinhas da linhagem White Leghorn) foram imunizadas via 6culo-nasal
com a estirpe vacinal H120 do VBI de acordo com as especificagbes do fabricante
(MASS | — FORT DODGE, Kansas, USA). A cada inoculacdo foi coletado sangue,
sendo avaliado através do método de sanduiche ELISA-Concanavalina A (BRONZONI

et al., 2005) o titulo de anticorpos anti-VBl presentes nos soros. Apdés o
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desenvolvimento da resposta imune humoral, as aves foram sacrificadas através de
deslocamento cervical.

O procedimento de extragdo do RNA total do baco das aves sacrificadas foi
realizado com o auxilio do kit comercial Trizol Reagent (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA,
USA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante, com a introducdo de algumas
modificagbes, abaixo explanadas.

A extracao foi feita a partir de 150 mg de baco, adicionando-se 1,5 mL de Trizol
Reagent (Invitrogen Corp.). Em seguida procedeu-se a homogenizacdao do material com
auxilio de pistilo de plastico (Eppendorf). Logo apos foi adicionado 150 pL da mistura de
cloroférmio com alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1 e, homogeneizou-se
intensamente em voértex. Essas preparagdes foram deixadas no gelo por 2 minutos e, a
seguir, centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa, em volume de
aproximadamente 500 uL, foi transferida para outro microtubo, onde se adicionou 750
uL de alcool isopropilico. Em seguida, a mistura foi agitada, delicadamente, por
inversao 10 vezes e, logo depois, incubou-se por 20 minutos no freezer - 70°C. Ao final
dessa etapa, essa mistura foi, entdo, centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante contendo élcool isopropilico foi descartado e adicionou-se 1,5 mL de
etanol a 75%, homogeneizando-se, em seguida a amostra, que foi centrifugada
novamente a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. Ao final desse procedimento, o
sobrenadante foi descartado e a amostra contendo o RNA total extraido, foi colocada
para secar a temperatura ambiente, por 40 minutos. Terminado esse periodo, foi feita a
ressuspensao do material dessecado em 50 pL de agua ultra-pura (Milli-Q) tratada com
DEPC (dietil pirocarbonato 0,01% p/v) e adicionando-se 1 ul de RNAGuard (Amersham
Bioscience, Piscataway, NJ, USA).
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4.3. Obtencao do gene artificial VH-linker-VL codificador do fragmento de
anticorpo scFv de galinha

4.3.1. Reacao de transcricao reversa (RT)

A reacao de transcrigao reversa (RT) foi realizada com um volume da amostra de
RNA total extraido conforme a descricao anterior, para a obtengdo do cDNA. Para tanto,
a mistura inicial da reacdo, constituida por dNTP (0,5 mM), Oligo dT (0,5 ug/uL),
amostra de RNA total e agua tratada com DEPC (0,1%) em quantidade suficiente para
completar um volume de 10 uL foi inicialmente incubada a 65°C por 5 minutos. Em
seguida, acrescentou-se o tampao 1x da enzima transcriptase reversa [Tris-HCI (50
mM, pH 8,3); HCI (75 mM); MgCl, (3 mM)] e incubou-se a reacao a 50°C por 2 minutos,
para depois se acrescentar 200 U da enzima transcriptase reversa (Superscript Il -
Invitrogen Corp.). A reacao foi, entdo, incubada a 42°C por 1 hora e, no final, a 70°C por
15 minutos, em termociclador TECHNE PROGENE® (Techne Incorporat, Duxford,
CAMBRIDGE, UK).

4.3.2. Reacao em cadeia pela polimerase (PCR) para obtencao das cadeias
variaveis leve (VL) e pesada (VH) de imunoglobulina de galinha

Para a obtencdo dos genes codificadores das cadeias leve e pesada de
imunoglobulina de galinha, foram realizadas separadamente, dois protocolos de PCR
para um volume final de 50 uL. Para tanto, foram utilizados 0,2 mM de dNTPs, 5 uL de
tampéo de PCR (10X), 20 pmol de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, VLF e
VLR, para a cadeia leve, ou VHF e VHR para a cadeia pesada, 1,5 mM de MgCl,, 2 U
da enzima Platinum Tag DNA polimerase High Fidelity (Invitrogen Corp.), completando-
se o0 volume (qg.s.p) com agua tratada com DEPC e adicionando-se 1,5 ul da amostra de
cDNA obtido na RT .

As temperaturas e os passos da PCR foram previamente otimizados, em fungao

principalmente das caracteristicas fisico-quimicas dos iniciadores utilizados, sendo a
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reacdo realizada em termociclador TECHNE PROGENE® (Techne Incorporat) e ficando
o0 programa de incubagado constituido por um primeiro ciclo a 95°C por 5 minutos;
seguindo-se de mais 30 ciclos, constituidos por uma etapa de incubagéo a 94°C por 1
minuto, uma segunda etapa de incubagdo a 50°C por 45 segundos, e uma terceira
etapa a 68°C por 2 minutos, sendo que essa reagao foi concluida por um ciclo de

extensao final de incubagéo a 68°C por 10 minutos.
4.3.3. Analise eletroforética em gel de agarose

A andlise do produto amplificado pela PCR dos genes codificadores das cadeias
leve e pesada de imunoglobulina de galinha foram realizados através da técnica de
eletroforese em cuba horizontal, usando-se gel de agarose (1%) imerso em tampao
TBE 0,5x [Tris-Borato (0,045 M); EDTA (1 mM)] adicionado de Brometo de Etideo e sob
uma voltagem adequada as dimensdes do gel (1 a 10 V/cm).

Os fragmentos do DNA amplificados foram visualizados em um transluminador de
UV (Syngene, Cambridge, Reino Unido), e os géis foram a seguir, fotodocumentados
através da utilizacdo de uma céamara digital (Synoptics) e do Software Gene Link

(Syngene).
4.3.4. Construcao do gene artificial VH-linker-VL

A construcao do gene artificial VH-linker-VL foi feita por meio da técnica de PCR
overlapping para promover a conexao dos genes VH e VL com as sequéncias
codificadoras de um peptideo sintético (linker). Para a reacdo foram utilizadas as
sequéncias génicas VH e VL, bem como os oligonucleotideos iniciadores VHF, VLR,
Link1 e Link2 e os demais reagentes nas concentracdes descritas no item 4.3.2. As
temperaturas foram otimizadas em fungao principalmente das caracteristicas fisico-
quimicas desses iniciadores utilizados, sendo a reacado realizada em termociclador e
ficando o programa de incubagéo constituido de um primeiro ciclo a 95°C por 5 minutos;

seguindo-se de mais 30 ciclos, constituidos por uma etapa de incubagéo a 94°C por 1
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minutos, uma segunda etapa de incubacao a 55°C por 1 minutos, e uma terceira etapa
a 68°C por 2 minutos, sendo que essa reacgao foi concluida por um ciclo de extensao
final de incubagédo a 68°C por 10 minutos. A analise do produto amplificado pela PCR
do fragmento génico VH-linker-VL foi realizado através da técnica de eletroforese em

cuba horizontal como descrito no item 4.3.3.

4.3.5. Purificacao e quantificacao do produto génico VH-linker-VL

O produto de interesse amplificado por PCR foi purificado utilizando-se o kit GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Bioscience), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

O produto purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose, nas
mesmas condicdes descritas no item 4.3.3, e quantificado em espectrofotdmetro
(BECKMAN, modelo DU-640 B), medindo-se a absorbancia, nos comprimentos de onda
de 260 e 280 nm (SAMBROOK et al., 1989).

4.4. Clonagem do gene artificial VH-linker-VL em fagomideo pCAMTAB 5E e
obtencao da biblioteca de fragmentos de anticorpos (scFv) em fagos

4.4.1. Digestao do gene artificial VH-linker-VL com as enzimas de restricao
Notl e Sfil

O vetor pCANTAB 5E (Amersham Bioscience) (Figura 5) é fornecido linearizado,
estando digerido com as enzimas Notl e Sfil, assim é necessario que o inserto também
seja digerido com as mesmas enzimas, para que possa acontecer a ligacao inserto-
vetor.

A digestao foi realizada em duas etapas, na primeira etapa foi adicionando 1 uL
do DNA (VH-linker-VL) purificado, 1x do tampéao B 10X, 80 U de enzima Sfil (New
England Biolabs, Canada, USA), 0,1 ug de BSA (10 ug/uL), sendo o volume da reagao
de 85 uL completado com dgua DEPEC. A reagéao foi incubada durante 4 horas a 50°C
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e a enzima posteriormente inativada a 65°C durante 15 minutos. Na segunda etapa
acrescentou-se 1x do tampéo D 10X, 60 U da enzima Not/ (New England Biolabs), 100
mM NaCl (2 M) e 0,1 ug BSA (10 ug/uL). A reacéo foi incubada a 37° por 4 horas e a
enzima foi inativada durante 15 minutos a 65°C.

O material digerido foi novamente purificado seguindo a metodologia descrita no
item 4.3.5.

g
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Figura 5. O vetor fornecido no Moédulo de Expressdo é o fagomideo pCANTAB 5E (Amersham
Bioscience). Este fagomideo é desenhado de tal forma que os genes da regiao variavel do
anticorpo possam ser clonados entre a sequéncia lider e o gene da proteina plll do fago M13.
A proteina de fusao resultante retém as fungdes de ambas as proteinas que a originam. Além
disso, o fagomideo possui a origem de replicacdo do plasmideo pUC19 e também do fago
M13, o que permite que seja cultivado como plasmideo ou empacotado como um fago M13
recombinante na presenca do fago auxiliar M13K07 (phage rescue ou recuperagéo por fago).

4.4.2. Preparacao e manutencao de estoque da bactéria E. coli linhagem
TG1

A bactéria E. coli da linhagem TG1 ¢é fornecida como cultura liofilizada no

Médulo de Expressdao RPAS (Amersham Bioscience). Essa linhagem é supressora, pois
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nao reconhece o cédon ambar presente no fagomideo. Desta forma, a expressao do
scFv ocorre somente como proteina de fusdo na extremidade da proteina plll do fago.

A bactéria liofilizada foi ressuspendida em 1 mL de meio 2xTY (triptona 1,7 g;
extrato de levedura 1,0 g; NaCl 0,5 g; agua (g.s.p) 100 mL) e incubada de 14-16 horas
a 37°C e 250 rpm de agitagédo. A cultura foi plaqueada em meio minimo e incubada a
37°C de 14-16 horas. As células podem ser mantidas em meio minimo por até 2
semanas a 4°C. Para estoques a longo prazo, € preciso armazenar a cultura de células
na fase estacionaria em glicerol estéril 80% a uma concentragao final de 15-20%. Os
tubos de estoque em glicerol sdo mantidos a —80°C. A manutencao das bactérias em
meio minimo é crucial. Bactérias ndo estocadas em meio minimo perdem o plasmideo f’
e, consequentemente, a habilidade de expressar pilli f, essenciais para a infecgao do
fago auxiliar M13KO07.

4.4.3. Preparacao de células de E. coli TG1 eletrocompetentes

A transformacdo das bactérias E. coli TG1 foi realizada por eletroporacgéao,
segundo o método alternativo que é sugerido no protocolo do Mddulo de Expressao
RPAS. As bactérias foram preparadas conforme a descricao que se segue.

Inoculou-se 10 mL de meio 2xTY com uma colbénia de E. coli TG1 retirada da
placa de meio minimo, incubando-se de 14-16 horas a 37°C e 250 rpm. No dia
seguinte, um litro de meio 2xTY foi inoculado com a cultura de células TG1 e incubado
a 37°C e 250 rpm até que a cultura atingisse absorbéancia de 0,5 - 0,7 a 600 nm, o que
demorou aproximadamente 1,5 hora. A Agyo = 0,6 indica que as bactérias encontram-se
em fase log de crescimento, que é uma condigdo essencial para se assegurar que as
bactérias estejam expressando pilli f. O frasco foi colocado em gelo por 30 minutos e a
cultura foi centrifugada a 4.000 g por 20 minutos a 4°C, para sedimentar as células. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 1 L de HEPES 1 mM pH
7,0 gelado e estéril. A centrifugacdo foi repetida e o sobrenadante novamente
desprezado. As células foram lavadas com 500 mL de HEPES 1 mM estéril e gelado e
posteriormente com 20 mL de HEPES 1 mM pH 7,0 estéril e gelado, contendo 10%



29

glicerol. Ap6s uma ultima centrifugagao, as células foram ressuspendidas em 2,5 mL de
glicerol 10% estéril e gelado, sendo posteriormente congeladas e estocadas a —80°C

em aliquotas de 50 uL.

4.44. Ligacao do gene artificial VH-linker-VL ao vetor pCANTAB 5E e

limpeza do material ligado

A reacgao de ligacao foi feita utilizando-se 150 ng de VH-linker-VL, 5 uL tampao
10x OPA, 250 ng vetor pPCANTAB 5E, 1 mM ATP, 6 U de enzima T4 DNA Ligase (New
England Biolabs) e agua ultra pura autoclavada para um volume final de 50 uL. A
reagao foi incubada a 16°C por 1 hora, seguindo-se a inativagdo da T4 DNA ligase por
10 minutos a 70°C e resfriamento em banho de gelo por 5 minutos.

A reacéo foi entdo submetida a extracdo com fenol:cloroférmio para limpeza do
DNA a ser clonado. Essa medida é essencial para eliminacao de sais que poderiam
ocasionar um curto circuito durante a eletroporacdo, com consequente mortalidade
elevada das bactérias. O produto da reacao de ligacao foi extraido uma primeira vez
com volume igual (50 uL) de fenol:cloroférmio e centrifugada por 15 minutos a 12.000 g,
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e
submetido ao tratamento com volume igual de cloroférmio. Apdés nova centrifugacao a
12.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente, a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo. Adicionou-se 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 2,5 volumes
de etanol 100% gelado, calculando-se esse volume apds a adicdo do acetato de sédio.
Apo6s 15 minutos de precipitacdo no freezer —80°C, centrifugou-se por 5 minutos em
velocidade maxima. O sobrenadante foi removido, descartado, e o precipitado contendo
o DNA foi lavado com 1 mL de etanol 75% a temperatura ambiente. Foi realizada nova
centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos, a 4°C e o etanol foi descartado. O precipitado
foi dessecado e posteriormente ressuspendido com 20 uL de agua ultra pura
autoclavada.
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4.4.5. Eletroporacao

As aliquotas de células da linhagem TG1 de E. coli eletrocompetentes foram
descongeladas em banho de gelo, sendo posteriormente transferidas para uma cubeta
de eletroporacao de 0,2 cm pré-resfriada. Adicionou-se 2 uL de DNA (vetor+VH-linker-
VL) livre de sal misturando-o com as células, no fundo da cubeta e incubando-se em
gelo por 1 minutos. O eletroporador (BioRad) foi programado para dar um pulso de 25
uF e 2,5 kV a 200 Ohms. A cubeta foi seca com papel toalha e colocada na camara de
eletroporacao, pulsando-a uma vez. O pulso deve apresentar tempo constante de 4,5 a
5 mseg. Apos o pulso, acrescentou-se 1 mL de meio 2xTYG (triptona 1,7 g; extrato de
levedura 1,0 g; NaCl 0,5 g; agua (g.s.p) 100 mL, sendo acrescentado 2% de glicose) a
cubeta, que foi coberta e invertida para ressuspender as células. O procedimento foi
repetido 9 vezes, totalizando 10 amostras. As bactérias transformadas foram incubadas
a 37°C e 250 rpm por 1 hora. Posteriormente, a amostra foi plagueada em meio sélido
SOBAG (triptona 2,0 g; extrato de levedura 0,5 g; NaCl 0,05 g; 1,5 g de Agar; agua
(g.s.p) 100 mL, sendo acrescentado 1 M de MgCl,, 2 M de glicose e 20 mg/mL de
ampicilina), utilizando-se 100 uL das bactérias transformadas com o vetor+VH-linker-
VL. As placas foram incubadas a 30°C durante 20 horas. O restante das bactérias
transformadas foram congeladas a —80°C apés adicéo de glicerol 80%.

4.4.6. Recuperacao da biblioteca de fragmentos de anticorpos (scFv) com a
utilizacao do fago auxiliar M13K07

As col6nias bacterianas transformantes que cresceram apds a incubagéao foram
removidas da superficie das placas utilizando-se 5 mL de meio 2xTY e alca de
Drigalsky estéril. Foi feito um pool reunindo todas as colbnias crescidas. Foram
separados 5 mL do pool de bactérias transformadas para a recuperacdo com fago
auxiliar, sendo o restante do material congelado em glicerol 80%. Nessa operacao,
deve-se evitar o uso de outro tipo de material plastico, que nao o polipropileno, pois os
fagos podem ligar-se nao especificamente a superficie de tais tipos de plasticos.



31

As células a serem recuperadas foram diluidas com meio 2xTY até Agy de 0,3,
obtendo-se um volume final de 26 mL. Adicionou-se ampicilina a uma concentragdo
final de 100 ug.uL" e glicose a uma concentragao final de 2%. A cultura foi incubada a
37°C e 250 rpm por 1 hora, quando foi adicionado o fago auxiliar M13K07 a cultura, em
uma multiplicidade de infecgdo (moi) de 5:1. Para determinar o volume de fago a ser
adicionado, utilizou-se a seguinte formula:

(5x10® células/ U Ago) x (moi de 5) x (leitura obtida a Asgo) x (volume final de
células)

Considerando-se a leitura de Aeg00=0,34 e volume final de 26 mL, dever-se-ia
adicionar 2,21 x 10'° pfu de fago auxiliar. Como este foi fornecido a uma concentragéo
de 5,3 x 10" pfu.mL, foram adicionados 41,7 uL de fago auxiliar M13K0?7.

A cultura foi incubada por 1 hora a 37°C e 250 rpm, centrifugando-se
posteriormente a 1.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e as células ressuspendidas em 10 mL de 2xTYAK (triptona 1,7 g;
extrato de levedura 1,0 g; NaCl 0,5 g; 4gua (g.s.p) 100 mL, sendo acrescentado 100
ug/mL de ampicilina e 50 ug/mL de kanamicina), transferindo-se para um tubo de
polipropileno descartavel de 50 mL e incubando-se de 14-16 horas a 37°C e 250 rpm.
No dia seguinte, as células foram sedimentadas a 1.000 g por 20 minutos a temperatura
ambiente e o sobrenadante, contendo os fagos, foi transferido para um tubo de
centrifuga previamente autoclavado. Esse material foi utilizado no procedimento de
selecdo por meio do panning, o qual é descrito abaixo.

4.4.7. Selecao dos fragmentos de anticorpos (scFv) apresentados em fagos
contra a estirpe vacinal H120 do VBI (Panning)

O panning tem como objetivo a captura dos fragmentos de anticorpos sob a
forma de scFv apresentados em fagos que tenham afinidade para os antigenos alvo de
interesse, que sdo adsorvidos a um suporte solido. Abaixo estao descritos, em conjunto,
os protocolos de precipitagdo dos fagos recombinantes e de panning, que devem ser

realizados concomitantemente para melhores resultados da selecao.
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O frasco de cultura (25 cm?) foi incubado de 14-16 horas com 5 mL de
suspensédo purificada da estirpe H120 do VBI diluida a 1:5 em PBS (salina tamponada
com fosfato; 10 mM tampéo fosfato; 2,7 mM KCl; 137 mM NaCl; pH 7,4). Incubou-se,
também, uma colénia de E. coli TG1 retirada de uma placa de meio minimo em um
volume de 5 mL de meio 2xTY. No dia seguinte, o frasco de cultura foi lavado trés
vezes com PBS e adicionou-se tampao de bloqueio (5% leite em p6 desnatado (LPD)
dissolvido em PBS), incubando-se 1 hora a 37°C. Os fagos presentes no sobrenadante
obtido na recuperacéo da biblioteca (descrito no item anterior) foram entao precipitados
com 2 mL de solucdo PEG/NaCl (PEG 8000 20,0 g; NaCl 14,6 g; agua (g.s.p) 100 mL) .
Ap6s misturar bem, o material foi incubado em banho de gelo por 1 hora. Na sequéncia,
os fagos foram precipitados através de centrifugacdo a 10.000 g por 20 minutos a 4°C.
Apb6s remocgao do tampao sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 16 mL de
meio 2xTY contendo 0,1% Triton X-100. A essa suspensado de fagos foi entédo
adicionada ao tampao de bloqueio contendo 0,01% de azida de sddio, sendo a reacao
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente.

Ap6s a lavagem do frasco de reagdo que estava sendo bloqueado, foram
adicionados os fagos recombinantes que haviam sido preparados previamente, sendo a
reagao incubada durante 2 horas a 37°C. Durante esse intervalo, é preciso preparar as
bactérias da cepa TG1 na fase log. Para tanto, foram transferidos 150 uL da cultura
incubada para 15 mL de meio 2xTY e incubou-se a 37°C a 250 rpm, até que a Asoo
fosse aproximadamente 0,3. De acordo com a cinética de crescimento desta linhagem
de E. coli é necessario um intervalo de aproximadamente 1 hora para atingir-se a
densidade optica (DO) desejada.

Apoés a incubacao da suspensao dos fagos recombinantes foram feitas lavagens
para a remogao de todos os fagos que ndo haviam expressado um scFv capaz de
reconhecer as proteinas do VBI. Para isso foram feitas 20 lavagens com 50 mL de PBS
e 20 lavagens com 50 mL PBS-T (salina tamponada com fosfato; 10 mM tampéao
fosfato; 2,7 mM KCly; 137 mM NaCl; pH 7,4 e 0,02% Tween-20). Ao final das lavagens,
foi adicionado ao frasco a cultura de E. coli que havia sido previamente preparada na
fase log. A cultura foi incubada por 1 hora a 37°C e 250 rpm. Durante essa incubacao,
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as bactérias foram re-infectadas pelos fagos que estiverem ligados aos antigenos do
VBI adsorvidos a superficie do frasco. Decorrido este intervalo de tempo, a suspensao
de células bacterianas foi entdo transferida para um tubo de polipropileno, e duas
aliquotas de 500 uL foram separadas para estoques em glicerol. Apos a retirada das
aliquotas, foi adicionado ampicilina a uma concentragéo final de 100 pg/mL e glicose a
uma concentracao final de 2% ao tubo contendo as células. Foi ainda acrescentado 4 x
10'% pfu de M13K07 e o tubo foi incubado por 1 hora a 37°C e 250 rpm. Apds essa
incubacao, as bactérias foram sedimentadas por centrifugacdo a 1.000 g durante 20
minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram a seguir ressuspendidas
com cuidado em 10 mL de 2xTYAK e incubadas de 14-16 horas a 37°C e 250 rpm. A
ampicilina é responsavel pela selecao das células bacterianas que contém o fagomideo,
enquanto a kanamicina seleciona as células que foram infectadas pelo fago auxiliar, e,
portanto, produzirdo o scFv.

No dia seguinte, iniciou-se o segundo ciclo de panning, exatamente conforme
descrito acima, sendo no total realizados 3 ciclos. Apds o ultimo ciclo de panning as
bactérias re-infectadas pelos fagos selecionados foram plaqueadas em meio sélido
SOBAG. As placas secas foram invertidas e incubadas de 14-16 horas a 30°C.

4.4.8. Preparacao da placa mae E. coli TG1

A placa mae foi preparada colocando-se 400 puL de meio 2xTYAG (triptona 1,7 g;
extrato de levedura 1,0 g; NaCl 0,5 g; 4gua (g.s.p) 100 mL, sendo acrescentado 100
ug/mL de ampicilina e 2% de glicose) em cada tubo de uma placa cluster (Costar 4410)
e transferindo-se colbnias isoladas em tubos separados, usando-se, para isso, palitos
autoclavados. Foram obtidas quatro placas mée, que foram incubadas de 14-16 horas a
30°C e 250 rpm, em camara umida. Apés incubacgéo foi adicionado a cada uma das

cavidades glicerol a 80%, sendo as placas estocadas a -80°C.
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4.4.9. Avaliacao dos fragmentos de anticorpos (scFv) apresentados em
fagos contra a estirpe vacinal H120 do VBI

Foram preparados 50 mL de meio 2xTYAG contendo 2,5 x 10'° pfu M13K07,
distribuindo-se 400 pL em cada tubo de uma placa cluster (P1). Transferiu-se 40 uL da
cultura saturada de cada tubo da placa méae ao tubo correspondente da placa P1 e,
incubou-se por 2 horas a 37°C e 150 rpm, em camara umida. Apds esse periodo, a
placa foi centrifugada a 1.500 g por 20 minutos a temperatura ambiente e os
sobrenadantes foram descartados, cuidadosamente. Foram preparados 50 mL de
2xTYAK e distribuiu-se um volume de 400 uL em cada tubo da placa P1, que foi entdo
incubada de 14-16 horas a 37°C e 250 rpm. Apés incubagao a placa P1 foi centrifugada
(1.500 g por 20 minutos), sendo o sobrenadante transferido para uma microplaca que
havia sido anteriormente bloqueada. Antes de serem adicionados a placa de ELISA, os
anticorpos recombinantes apresentados em fago foram diluidos 1:2 em tampéo de
blogueio (5% LPD dissolvido em PBS-T) para se reduzir as interagdes nao especificas
entre os anticorpos e proteinas circundantes do meio, ou mesmo a superficie da
microplaca.

Para a realizacdo do ELISA, uma microplaca com 96 cavidades (Costar) foi
adsorvida com volumes de 50 pl/cavidade de uma suspensdo purificada da estirpe
H120 do VBI diluida a 1:5 em tampéao carbonato/bicarbonato (50 mM, pH 9,6). A placa
foi entdo incubada a 4°C, de 14-16 horas e depois lavada trés vezes com PBS-T e
bloqueada por 45 minutos com 50 uL por cavidade de tampao de bloqueio (10% LPD
diluido em PBS-T). Ao final desta etapa, a placa foi novamente lavada, da mesma forma
anteriormente descrita e foram adicionados os anticorpos apresentados em fagos que
foram devidamente diluidos como descrito anteriormente, sendo incubados durante 2
horas a 37°C. Foram realizadas novas lavagens como descrito e adicionado o
conjugado anti-M13 (Amersham Bioscience) diluido 1:1000 em tampé&o de bloqueio. A
placa foi incubada a 37°C por 1 hora e, ao final desta etapa foi lavada por trés vezes, tal
como se descreveu anteriormente. Em seguida, foi feita a adigdo, em volumes de 50 uL

/cavidade, da mistura substrato-cromégeno (perdxido de hidrogénio - H.O, / Orto-
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fenileno-diamina-OPD), preparada em tampao citrato-fosfato pH 5,0, deixando-se a
reacdo se desenvolver por 15 minutos a temperatura ambiente, quando foi adicionado
HCI 2M em volumes de 50 ul/cavidade para bloquear a atividade enzimatica. As
densidades Opticas obtidas foram mensuradas em leitor de placas de ELISA (BIO-RAD
- Modelo 550) e no comprimento de onda de 492 nm.

4.4.10. Avaliacao pela técnica de Western blotting da especificidade dos
fragmentos de anticorpos (scFv) apresentados em fagos contra as proteinas

estruturais da estirpe vacinal H120 do VBI

Os clones que apresentaram os maiores valores de DOs foram selecionados e
avaliados em ensaio de Western blotting para a determinacdo da especificidade dos
mesmos. Para isso, a amostra do virus H120 concentrado foi misturada em um tampao
contendo 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 1% SDS; 10% de glicerol; 0,001% azul de
bromofenol e 1% 2-mercaptoetanol. A amostra assim preparada foi fervida por 2
minutos e aplicada em dois geis de poliacrilamida, sendo usado o gel de empilhamento
na concentracdo de 3% e o gel de separagdao na concentracdo de 15%. A separacao
eletroforética pela técnica de SDS-PAGE foi entdo realizada, utilizando-se um sistema
de tampao descontinuo segundo LAEMMLI (1970). As bandas polipeptidicas foram, ao
final, detectadas, em um dos géis, através da coloragdo com Coomassie-Brilliant Blue.

Os polipeptideos previamente separados pela eletroforese no outro gel de
poliacrilamida com SDS foram eletrotransferidos em cuba de transferéncia umida para
uma membrana de polivinilidenodifluoreto (PVDF) (Amersham Bioscience), utilizando-se
um tampéo de transferéncia contendo 50 mM de Tris; 384 mM de glicina e 20% (v/v) de
metanol pH 8,3; sendo o processo realizado a 90 V por 45 minutos e a 4°C. Apéds o fim
da transferéncia, a eficiéncia da mesma foi verificada corando-se a membrana com
0,1% Ponceau S dissolvido em acido acético 1% e fazendo-se, a seguir, a
descoloracao, com agua destilada. Em seguida, a membrana foi submetida ao bloqueio
(5% LPD diluido em PBS-T), sob agitacdo suave por 1 hora, a temperatura ambiente.

Procedeu-se, na fase seguinte, a reagéo utilizando-se os fragmentos de anticorpos
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monoclonais apresentados em fagos (diluidos 1:2 em tampao de bloqueio) que foram
preparados como descrito no item anterior sendo incubados por 2 horas a temperatura
ambiente sob agitagdo leve. ApGs a incubagédo, a membrana foi lavada com PBS-T e
adicionado a reagdo o conjugado anti-M13 (Amersham Bioscience) diluido 1:500 em
tamp&o bloqueio, sendo incubado por 1 hora. Procedeu-se novas lavagens com PBS-T
e PBS e a reagcdo de desenvolvimento da cor se processou com a mistura do
cromdgeno mais substrato especifico (FAST DAB - Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA) contendo dietil-amino-etil-benzidina (DAB) (0,7 mg) e peréxido de hidrogénio -
uréia (1,6 mg). Para interrupcao da reacao de degradacao enzimatica, a membrana foi
lavada com agua deionizada e posteriormente dessecada em temperatura ambiente e,
ao final, guardada ao abrigo da luz (TOWBIN et al., 1979).

4.5. Subclonagem do gene artificial VH-linker-VL em vetor pET 28a e expressao
dos fragmentos de anticorpos (scFv) soluveis por células de E. coli linhagem
BL21

4.5.1. Subclonagem em vetor pET 28a
Para a expressado dos fragmentos de anticorpos soluveis foi utilizado o sistema

de expressao pET 28a (Figura 6) (Novagen, Darmstadt, Germany) e a bactéria E. coli
linhagem BL21.



37

| Ebva Igism}
Mot li18s)
Eag lj1es)
Himad 11173y
Sal Ipi73)
Bac |{180)
Ecofl Hisn
BamH l1ea}
Bipei 1102 ¥ - Nhe lpaai)
" | Nelw Igz3m}
Dira llli5e27) L (=l New s}

| n . 7 _xna |3
- i Byl 40
(4203-5358) <. Sgrh Iz
i S

Spi koas)

Py ledazsy, A A
c-:L|II| 136 - .:'?J
Smm |30 3{“5 i i
c i)-!' Bt |y
it 4117 o ™ ad
Wra Maoas; o =4 | | | BstE Hiraoa
ET-2Ba(+ || haga inasy
P IEEEth;{ j »
L

Figura 6. O vetor de expressado em E. coli pET 28a (Novagen) possui a marca de selegcdo KAN, sendo a
expressdo do DNA controlada pelo promotor induzivel T7, o qual permite a producdo da
proteina recombinante em altos niveis em meio contendo IPTG. Adicionalmente, este vetor
carrega uma cauda poli-histidina na extremidade carboxi-terminal e/ou na extremidade amino-
terminal, o que permite a producéo de proteinas recombinantes fusionadas a seis residuos de
histidina, tornando mais facil a purificagdo da proteina de fusdo recombinante através de
técnicas de cromatografia de afinidade com resinas de agarose combinadas ao niquel.

4.5.2. Oligonucleotideos utilizados

Para que os genes artificiais (VH-linker-VL) dos clones que apresentaram
melhores resultados no Westerm blotting pudessem ser clonados no vetor pET 28a, foi
necessario a mudanga da extremidade 5 dos fragmentos génicos, com isso foi

desenhado um novo oligonucleotideo VHF-Nde
5-GAATCCCATATGGTGACGTTGGACG-3'.
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4.5.3. Extracao plasmideal dos clones selecionados A6P1 e D2P4

Os clones selecionados foram submetidos a extracdo de DNA plasmideal

utilizando o Kit de Extragao PureLink™

Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen Corp.), de
acordo com as especificagdes do fabricante. A quantificagéo foi realizada como descrito

no item 4.3.5.

4.5.4. Amplificacao dos genes artificiais VH-linker-VL-A6P1 e VH-linker-VL-
D2P4 para clonagem em vetor pET 28a

As reacbes de PCR para amplificacao dos genes extraidos dos clones A6P1 e
D2P4 utilizou o novo oligonucleotideo VHF-Nde e o oligonucleotideo VLR-Not utilizado
na construgao anterior. As temperaturas utilizadas na amplificacdo foram as mesmas
utilizadas na PCR descrita no item 4.3.2.

A anadlise dos produtos amplificados pela PCR foram realizadas através de
eletroforese como descrito no item 4.3.3.

A purificagdo do produto de PCR foi realizada conforme descrito no item 4.3.5.

4.5.5. Digestao dos genes artificiais VH-linker-VL-A6P1 e VH-linker-VL-D2P4
e do vetor pET 28a

Para a digestdao dos genes artificiais VH-linker-VL-A6P1, VH-linker-VL-D2P4 e do
vetor pET 28a foi adicionado a reacéo, 1 ug de DNA, 1x de tampéo 3, 20 U da enzima
Ndel (New England Biolabs), 10 U da enzima Notl (New England Biolabs), 0,1 ug de
BSA (10ug/uL) completando o volume final da reacdo com 20 uL com agua DEPEC. A
reacao foi incubada a 37°C de 14-16 horas e posteriormente a enzima foi inativada a
70°C por 20 minutos.

Os materiais digeridos foram purificados como descrito no item 4.3.5.
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4.5.6. Preparacao de células de E. coli BL21 eletrocompetentes

As células de E.coli BL21 foram crescidas em 1 mL de meio 2xTY de 14-16 horas
a 250 rpm e 37°C. No dia seguinte 100 mL de 2xTY foram adicionados a cultura e
incubados sob agitacao de 200 rpm a 37°C até atingir DOgoo = 0,7. A cultura foi
centrifugada a 4.000 g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas com 30 mL de CaCl, (100 mM) em gelo. As células foram
novamente centrifugadas a 4.000 g durante 15 minutos a 4°C, a lavagem repetiu-se por
mais 1 vez nas mesmas condicbes descritas. Apds isso, as células foram
ressuspendidas em 4 mL de CaCl, (100 mM) e adicionado 1 mL de glicerol 80%. Foram

feitas aliquotas de 200 uL que foram armazenadas em freezer -80°C.

4.5.7. Ligacao dos genes artificiais VH-linker-VL-A6P1 e VH-linker-VL-D2P4
ao vetor pET 28a

A reacgao de ligacdo dos produtos digeridos foi feita utilizando-se 50 ng/ul de
DNA, 2 uL tampé&o 10x T4 DNA Ligase, 100 ng/uL vetor pET 28a, 10 mM ATP, 6 U de
enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs) e 4gua tratada para um volume final de
20 puL. A reagéo foi incubada a 16°C de 14-16 horas.

4.5.8. Transformacao das células competentes de E. coli BL21

Na transformacédo, as células competentes foram descongeladas em banho de
gelo e a elas foi adicionado o volume total da reagcéo de ligacdo. Foi feita uma agitacao
suave e as células incubadas em banho de gelo durante 30 minutos. Apos esse tempo
foi feito o choque térmico transferindo as células para banho maria a 42°C durante 2
minutos. As células foram colocadas novamente em banho de gelo e adicionado 200 pL
de 2xTY (0,2% glicose) e incubadas por 1 hora a 37°C sem agitagdo. Posteriormente as
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células foram plagueadas em meio sélido 2xTY (0,2% glicose; 30 ug/mL Kanamicina) e
incubadas a 37°C.
A placa mée E. coli BL21 foi preparada como descrito no item 4.4.8. Foram

colhidas 96 col6nias transformantes.
4.5.9. Selecao dos clones transformantes E. coli BL21

Foram selecionados dois clones provenientes da transformacdo utilizando o
material génico dos clones A6P1 e D2P4 fago positivos, que sao: A6P1H11 e D2P4F7.

O DNA plasmideal desses clones foi extraido e com esse material foi realizado
um PCR para verificagdo da presenca do inserto génico utilizando o jogo de
oligonucleotideos VHF-Nde e VLR-Not seguindo 0 mesmo programa descrito no item
4.3.2.

4.5.10. Sequenciamento de nucleotideos dos clones A6P1H11 e D2P4F7

As amostras de DNA plasmideal obtidas de dois clones bacterianos foram
quantificadas e, depois submetidas a reacdo de sequenciamento, utilizando-se 2 uL de
Big Dye Terminator (Perkin Elmer), 2 uL de tampéao 2,5X (Tris-HCI 200 mM, pH 9,0;
MgCl, 5 Mm), 10 pmoles/ul de cada um dos iniciadores (T7 Promoter primer e T7
Terminator primer — pET System), 100 ng de DNA e agua destilada Milli-Q, previamente
esterilizada (qg.s.p) 10 uL. As amplificacées foram realizadas em placas de 96 pocos
conforme o programa recomendado pelo fabricante

Apés a reacado de sequenciamento, o produto obtido foi purificado por meio da
adicao de isopropanol. Ao final, as placas foram mantidas a temperatura ambiente, por
20 minutos, para a secagem das amostras. Na etapa seguinte, as amostras foram
submetidas a desnaturagdo por 2 minutos a 96°C e colocadas no gelo. Foi entdo
aplicado 1 pL de cada amostra nas canaletas impares com multipipetador (Kloehn 8
ganged Syringe Gel Loader) em um gel denaturante Long Ranger 5% (BMA) de 96
canaletas montado em uma placa de 36 cm no sequenciador ABI PRISM 377 DNA
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Sequencing Analysis (Perkin - Elmer Corp.). Foi utilizado, como tampao de corrida na
eletroforese, o TBE 1X (Tris 89 mM; Acido Bérico 89 mM; EDTA 2,5 mM, pH 8,3) e a

separacao eletroforética foi feita durante 10 horas a 51°C.

4.5.11. Inducao e expressao em pequena escala dos fragmentos de
anticorpos soluveis pelos clones transformantes A6P1H11 (scFv-N) e D2P4F7
(scFv-S1) de E. coli BL21

Os clones foram incubados em 10 mL de meio 2xTY com agitacao de 250 rpm a
37°C de 14-16 horas. Apds a incubacao foi transferido 1 mL das culturas para 50 mL de
meio 2xTY e incubados a 37° com agitacao de 200 rpm até atingir DOggo entre 0,6 - 0,8,
nesse momento foi adicionado IPTG para uma concentracao final de 0,2 mM, sendo as
culturas incubadas a 30°C durante 4 horas com agitacao de 200 rpm. As células foram
centrifugadas 12.000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, os sobrenadantes
foram descartados e as células ressuspendidas em 3 mL de tampao de lise (50 mM
Tris-HCI; 5 mM EDTA, pH 8,0). A lise celular foi realizada em sonicador de células
(Sonics Vibra Cell, Sonics & Materials, VCX 500), Timer Hold, Duty cycle 10%, Out put
control 5, permanecendo 4 ciclos de 1 minutos cada. Foram guardadas aliquotas do
lisado celular para testes e o restando do material centrifugado a 12.000 g durante 10
minutos a 4°C, sendo o sobrenadante guardado para anélise.

4.5.12. Anadlise pela técnica de SDS-PAGE e Western blotting da expressao
dos fragmentos de anticorpos soluveis

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 4.4.10., sendo utilizado gel
descontinuo de poliacrilamida para a separacdo das proteinas presentes nos lisados
celulares obtidos. Apds a separacao as proteinas foram transferidas para membrana de
PVDF. Para a deteccdo da expressdao dos fragmentos de anticorpos recombinantes
scFv-S1 (A6P1H11) e scFv-N (D2P4F7) foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-poli-

histidina (Sigma Aldrich) na diluicdo de 1:500, sendo também utilizado o conjugado
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peroxidase anti-lgG de camundongo (Bethyl Laboratories Inc. — Montomery, TX, USA)
na diluicdo de 1:1000.

4.5.13. Inducao e expressao em média escala dos fragmentos de anticorpos
soluveis pelos clones transformantes A6P1H11 (scFv-N) e D2P4F7 (scFv-S1) de E.
coli BL21

Os clones foram incubados em 10 mL de meio 2xTY com agitacdo de 250 rpm a
37°C de 14-16 horas. Apos a incubacédo todo o volume das culturas foram transferidos
para 1000 mL de meio 2xTY e incubados a 37° com agitacao de 200 rpm até atingir
DOsggo entre 0,6 - 0,8, nesse momento foi adicionado 0,2 mM IPTG, sendo as culturas
incubadas a 30°C durante 4 horas com agitacdo de 200 rpm. As células foram
centrifugadas 12.000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, os sobrenadantes
foram descartados e as células ressuspendidas em 100 mL de tampéo de lise. A lise
celular foi realizada em sonicador de células (Sonics Vibra Cell, Sonics & Materials,
VCX 500), Timer Hold, Duty cycle 10%, Out put control 5, permanecendo 4 ciclos de 1
minutos cada. O material lisado foi centrifugado a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C,

sendo o sobrenadante concentrado com PEG/NaCl.

4.6. Aplicacao dos fragmentos de anticorpos solluveis scFv-N e scFv-S1 em
ensaios de deteccao e diferenciacao de estirpes do VBI

4.6.1. Avaliacao pela técnica de Western blotting da atividade funcional dos
fragmentos de anticorpos soluveis scFv-N e scFv-S1

Para a caracterizacao dos fragmentos scFv-N e scFv-S1, as proteinas virais da
estirpe H120 foram separadas por SDS-PAGE como descrito no item 4.4.10. Os
fragmentos scFv-N e scFv-S1 foram diluidos 1:5 em tampéao de bloqueio e incubados
durante 1 hora a temperatura ambiente em agitacdo leve. Foi adicionado o anti-poli-

histidina (Sigma Aldrich) diluido 1:500 em tamp&o de bloqueio que foi incubado durante
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1 hora a temperatura ambiente em agitagéo leve, sendo também utilizado o conjugado
peroxidase anti-lgG de camundongo (Bethyl) na diluicao de 1:1000.

4.6.2. Titulacao pela técnica de ELISA indireto dos fragmentos de

anticorpos soluveis scFv-N e scFv-S1

A titulacdo dos fragmentos de anticorpos monoclonais scFv-S1 e scFv-N foi
realizado através do método indireto de ELISA como descrito no item 4.4.9. Os
fragmentos de anticorpos monoclonais foram diluidos de 1:5 a 1:160, em tampéao de
bloqueio (5% LPD diluido em PBS-T) sendo incubados durante 2 horas a 37°C. Ao final
dessa etapa, as cavidades da microplaca foram lavadas com PBS-T e bloqueadas com
tampao bloqueio por 40 minutos a 37°C, para que, em seguida, fosse adicionado
anticorpo monoclonal anti-poli-histidina (Sigma Aldrich) diluido 1:1000 em tampao de
bloqueio. A placa foi entdo incubada a 37°C por 1 hora, sendo realizada um novo ciclo
de lavagens e, depois, foi adicionado o conjugado peroxidase anti-lgG de camundongo
(Bethyl) na diluicdo de 1:5000, sendo a reagao incubada por 1 hora a 37°C. Ao final foi
feita a adicdo da mistura substrato-cromégeno (H.O. — OPD), deixando-se a reacao
enzimatica prosseguir por 15 minutos, ocasido em que atividade enzimatica foi
bloqueada pela adigdo de HCI (1 N), para que fossem realizadas as leituras das DOs no
comprimento de onda de 490 nm.

4.6.3. Avaliacao pela técnica de ELISA indireto da especificidade dos
fragmentos de anticorpos scFv-N e scFv-S1 frente a estirpes de referéncia e
isolados brasileiros do VBI

A avaliacao da especificidade dos fragmentos de anticorpos scFv-N e scFv-S1
foi realizada através do método de sanduiche ELISA-Concanavalina A (BRONZONI et
al., 2005), utilizando as estirpes de referéncia H120, M41 e ARKANSAS, bem como
mais quatro estirpes isoladas de campo no Brasil IBVPR05, IBVPR02, IBVPRO1,

IBVSCO1. Em sintese, na primeira fase da reacgao foi feita a adsor¢cdo do reagente de
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captura; a lectina concanavalina (Con A) a superficie das cavidades da microplaca, na
sua concentracao ideal de uso previamente determinada por titulagdo em bloco e que
correspondeu a 0,5 mg/mL em tampé&o PBS. O bloqueio da reacao foi feito com tampéao
(5% LPD dissolvido em PBS), tendo sido acrescentados as suspensdes antigénicas das
diferentes estirpes do VBI na diluicdo de 1:2 em tampéao de bloqueio. Os fragmentos de
anticorpos monoclonais scFv-N e scFv-S1 foram entdo diluidos 1:20 e 1:40 em tampéao
de blogueio, tendo sido também utilizado, como controle positivo da reacdo
imunoenzimatica, o anti-soro de galinhas hiperimunizadas com a estirpe H120 do VBI e
contendo, portanto, anticorpos policlonais contra essa estirpe viral, diluido 1:100 em
tampao de bloqueio. As preparacdes desses anticorpos foram acrescentadas as
cavidades da microplaca contendo as diferentes estirpes do VBI capturadas pela Con A,
incubando-se essa fase da reagdo a 37°C durante 2 horas. A seguir, foram feitas
lavagens como descrito anteriormente para depois acrescentar-se 0s conjugados
imunoenzimaticos anti-poli-histidina (Sigma Aldrich) e anti-lgG de galinha (Bethyl),
respectivamente para as cavidades contendo ou os fragmentos de anticorpos scFv ou
as cavidades contendo os anticorpos policlonais de galinha, sendo que ambos
conjugados foram diluidos a 1:1000 em tampé&o de bloqueio. Essa fase da reacgéo foi
incubada a 37°C durante 1 hora, sendo ao final feitas as lavagens com PBS-T e, em
seguida, adicionada a mistura de substrato-cromoégeno (H.O. — OPD), a qual foi
incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. A reacdo de degradacao
enzimatica foi bloqueada tal como descrito anteriormente, sendo posteriormente feita a

leitura das DOs em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm.

4.6.4. Avaliacao da atividade neutralizante em ovos embrionados do
fragmento de anticorpo scFv-S1

Para o teste da atividade de virus-neutralizacao foi utilizado o monoclonal scFv-
S1 e o anti-soro de galinha hiperimunizada com a estirpe vacinal H120 do VBI. O virus
M41 foi utilizado na diluicdo que contivesse 100 DI50/0,1imL. O anti-soro foi

previamente aquecido a 56°C por 30 minutos, para inativagdo do complemento. O
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fragmento de anticorpo monoclonal scFv-S1 e o soro de galinha foram inicialmente
diluidos em escala de diluigbes seriadas de razao constante igual a 2, de 1:5 a 1:320
em meio Eagle (Gibco BRL, EUA), para que em seguida essas diluicbes fossem
adicionadas a um mesmo volume da suspensao virulenta da estirpe (M41), contendo
10? DIEso/mL. A mistura foi feita com volumes iguais de virus e anticorpos, perfazendo
um volume final de 2 mL, mantido em temperatura ambiente por 30 minutos. Apos este
periodo 0,2 mL de cada mistura foi inoculado em 5 ovos SPF de 9 dias de incubacéo,
por via da cavidade alantoide. Os ovos foram mantidos em incubagao, sendo realizado
avaliacao diaria, durante nove dias, da viabilidade embriondria através de ovoscopia e
posterior abertura dos ovos para a andlise da presenca de lesbes embrionarias tipicas
da infecg¢éo pelo VBI nos ovos contendo embrides mortos ou sobreviventes, até o 92 dia
pds-inoculacao. Os titulos virus-neutralizantes foram calculados pela formula de REED
& MUENCH (1938), tendo sido expressos como a diluicao que proporcionou 50% de
protec&o aos ovos inoculados.

4.6.5. Deteccao pela técnica de imunohistoquimica da estirpe viral M41 do
VBI em cortes de traquéia de aves infectadas experimentalmente utilizando os
fragmentos de anticorpos scFv-N e scFv-S1

A técnica de imunohistoquimica foi realizada em cortes de traquéia de aves da
linhagem White Leghorn obtidos de aves no 3° dia apéds a infeccao experimental com a
estirpe M41 do VBI e cortes de traquéia de aves nao infectadas. Os cortes de tecido
(traquéia) foram fixados em 4% paraformaldeido em PBS pH 7,4 por 24 horas, sendo
posteriormente submetidos ao tratamento de desparafinizacdo como descrito por SHI et
al. (1991). Foi realizado a recuperagao antigénica submetendo os cortes histolégicos a
fervura em microondas durante 15 minutos (3 vezes de 5 minutos) em tampao TRIS-
HCI 1 M, pH 10. Apds recuperacdo antigénica foi realizado bloqueio da peroxidase
enddgena utilizando-se um tampao composto de 3% de perdxido de hidrogénio e 7% de
etanol, por 30 minutos a temperatura ambiente. A Iamina foi lavada com PBS, sendo

realizado o bloqueio de reatividades inespecificas com soro albumina bovina a 1%
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diluida em PBS. As laminas passaram novamente por lavagem, sendo posteriormente
adicionado o soro hiperimune de galinha diluido 1:80, ou os fragmentos de anticorpos
monoclonais scFv-S1 e scFv-N diluidos a 1:5 em tampao de bloqueio, sendo a reacao
incubada de 14-16 horas em camara umida a 4°C. Apds incubagédo foram realizadas
novas lavagens e adicionado os conjugados peroxidase anti-lgG de galinha (Bethyl) e 0
anti-poli-histidina (Sigma Aldrich) ambos na diluigdo de 1:200, sendo incubados durante
1 hora em camara Umida a temperatura ambiente. Foram realizadas novas lavagens
sendo posteriormente acrescentado a mistura substrato-cromogeno constituida por
(H202 + Dietil-amino-benzidina - DAB), seguindo as recomendacdes do fabricante. As

células foram posteriormente coradas utilizando a hematoxilina de Mayer’s.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Clonagem em fagomideo pCANTAB 5E e selecao da biblioteca de fragmentos
de anticorpos (scFv) em fagos

5.1.1. Construcao do gene artificial VH-linker-VL e clonagem em fagomideo
pCANTAB 5E

Atualmente existem duas maneiras de se obter bibliotecas de fragmentos de
anticorpos monoclonais, sendo elas, a biblioteca naive onde o animal doador das
sequéncias codificadoras de anticorpos nao é sensibilizado com o antigeno de
interesse; e a biblioteca imune, que possibilita a obtencao de clones especificos para o
antigeno inoculado, onde linfocitos B especificos sdo enriquecidos e passam pelo
processo de maturagao in vivo no sistema imune do animal (BENHAR, 2001; WILLATS,
2002). Sendo assim, para se obter uma biblioteca de anticorpos imune foi necessério
estabelecer um esquema apropriado de hiperimunizacdo das aves e monitoramento da
resposta imune humoral, a fim de se certificar do desenvolvimento de uma producao de
anticorpos anti-virais especificos em concentragdes adequadas para com antigenos da
estirpe H120 do VBI.

Uma vez alcangcado um bom titulo de anticorpos, foram obtidos a partir da
extracdo do RNA total do baco das aves hiperimunizadas, os produtos génicos
amplificados referentes as porgdes variaveis das cadeias leve e pesada de
imunoglobulinas com os tamanhos de aproximadamente 350bp e 390bp,

respectivamente, os quais foram unidos através de uma sequéncia de nucleotideos
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codificadora de um peptideo linker, dando origem a construgdo do segmento génico

sintético VH-linker-VL (scFv) de aproximadamente 750bp (Figura 7).

850bp
650bp
500bp
400bp
300bp

Figura 7. Eletroforograma do material genético amplificado e purificado. Canaletas (1) tamanho molecular
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen Corp.), (2) fragmento amplificado do gene codificador da
cadeia variavel pesada (VHF e VHR), (3) fragmento amplificado do gene codificador da cadeia
variavel leve (VLF e VLR), (4) fragmento amplificado do gene codificador do polipeptideo scFv
(linker1, linker2, VHF e VLR).

5.1.2. Selecao da biblioteca de fragmentos de anticorpos (scFv) em fagos

contra a estirpe vacinal H120 do VBI

Os segmentos génicos VH-linker-VL, codificadores dos fragmentos de anticorpos
monoclonais scFv foram clonados em fagomideo pCANTAB 5E fornecido no Médulo de
Expressdo RPAS, o qual foi posteriormente inserido através do processo de
eletroporacdo em células de E. coli linhagem TG1. Os fagos M13 foram expressos
carreando os fragmentos scFvs, submetidos a trés ciclos de selegdo com a estirpe
H120, resultando em uma biblioteca de aproximadamente 10° clones, a partir da qual

foram selecionados 400 clones. Na literatura alguns autores chegaram a descrever 10’
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clones em suas bibliotecas, especialmente aquelas provindas de imunoglobulinas de
mamiferos (DAl et al., 2003; FOORD et al., 2007).

Os clones selecionados a partir da biblioteca de fragmentos de anticorpos
monoclonais obtida contra o VBI foram posteriormente avaliados através do método
indireto de ELISA, usando-se a suspensdo purificada da estirpe H120 do VBI. Essa
analise inicial permitiu que fossem selecionados 10 clones (A6P1; A7P1; A4P2; A3PS;
F3P3; C11P4; D2P4; G2P4; H5P4; F11P4), que apresentaram maior reatividade para
com os antigenos do VBI, isto é, para os quais foram obtidos valores de DO > 0,5.
Cerca de 42% dos clones obtidos apresentaram DO > 0,2 e podem ser considerados
positivos segundo o manual do médulo de expressao RPAS, mas nao foram utilizados
por apresentarem uma marcagao de baixa intensidade quando avaliados pelo ensaio de
Western blotting para avaliagdo da especificidade. Em um trabalho relacionado de
obtencao de fragmentos de anticorpos scFv de aves, SAPATS et al. (2003), observaram
210 clones positivos de um total de 300 clones testados contra o virus da Doenca
Infecciosa da Bursa, apés modificacbes no vetor pCANTAB 5E. Em outro trabalho
SAPATS et al. (2006), utilizando o mesmo vetor reconstruido, testaram 400 clones,
encontrando 48,5% de ligantes para o antigeno inoculado.

Como ja referido, os clones anti-VBI selecionados com base nos resultados do
teste de ELISA foram submetidos ao ensaio de Western blotting para avaliagdo da
especificidade dos monoclonais scFv, sendo selecionados os clones A6P1, que marcou
mais intensamente uma banda de aproximadamente 52 KDa correspondente a proteina
N (Figura 8B) e o clone D2P4 que apresentou uma maior marca¢gao com uma banda de
aproximadamente 92 DKa, correspondente a glicoproteina S1 (Figura 8A). Os demais
clones testados apresentaram reacdes mais fracas com essas proteinas estruturais do
VBI, sendo que a maioria deles apresentou reatividade contra a proteina N. Dados
semelhando foram encontrados por IGNJATOVIC & ASHTON (1996) na producao de
anticorpos monoclonais pela técnica de hibridoma, onde foram obtidos uma maior
quantidade de clones direcionados para a proteina N do que para as demais proteinas

estruturais (S e M) do VBI. Tais resultados também sdao mostrados por varios outros
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autores na producado de anticorpos monoclonais contra o VBI utilizando a técnica de
hibridoma (MOCKETT et al., 1984; KOCH et al., 1986).

113,7kDa — 113,7kDa —

80.9kDa —— 80.9kDa ——

63.8kDa ——
63.8kDa —

49.5kDa —— 49.5kDa —=

A B

Figura 8. Andlise da afinidade dos fragmentos scFv expressos em fagos frente as proteinas estruturais
da estirpe vacinal H120 do VBI. (A) Fagos expressos pelo clone D2P4. Linha (1) Marcador de
peso molecular (Bench Marck), (2) Virus H120. (B) Fagos expressos pelo clone A6P1. Linha (1)
Marcador de peso molecular (Bench Marck), (2) Virus H120.

A escolha de se criar uma biblioteca imune de fragmentos de anticorpos
monoclonais contra o VBI pode ser justificada por diversas razbes. Uma delas diz
respeito aos grandes prejuizos ocasionados por esse virus em plantéis avicolas no
Brasil e no mundo (VILLARREAL, 2007), e o outro a capacidade mutagénica do
mesmo, que pode ser considerado um importante modelo de evolugao viral, sendo a
substituicdo de seus nucleotideos similar a de alguns RNA virus altamente mutaveis.
Essas mutacdes que ocorrem no gene determinam o surgimento de novas variantes e
até mesmo sorotipos do virus, sendo que a diferenciacdo das estirpes fundamenta-se
principalmente na identificagdo da regido variavel da glicoproteina S, no que concerne
tanto sua caracterizacao genética como antigénica (KANT, 1992; CAVANAGH, 2007).
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5.2. Subclonagem do gene artificial VH-linker-VL em vetor pET 28a e producao
dos fragmentos de anticorpos soluveis por células de E. coli BL21

5.2.1. Subclonagem dos genes artificiais VH-linker-VL-A6P1 e VH-linker-VL-
D2P4 em vetor pET 28a e transformacao de células de E. coli BL21

Algumas limitagdes sdo observadas no sistema RPAS para a expressdo de
fragmentos de anticorpos sollveis. Assim como ocorreu nesse trabalho, alguns outros
autores encontraram dificuldades na expressdao dos fragmentos soluveis, seja na
auséncia total de expressao, na quantidade infima de produto expresso ou mesmo na
formacao de corpusculos de inclusdo que inviabilizam de certa forma a obtencéo de
anticorpos monoclonais viaveis (KRAMER et al., 2002; GUO et al., 2003). Sendo assim,
foi necessario a busca de um novo sistema de expressdo para a obtengcdo dos
fragmentos scFv sollveis. ApGs a avaliacdo dos sistemas de expressao disponiveis, foi
escolhido o sistema pET de expressdo de proteinas heterélogas, sendo ele o mais
utilizado atualmente para expressdo de proteinas recombinantes em E. coli. O vetor
pET 28a permite a expressdo da proteina recombinante fusionada a 6 residuos de
histidina na extremidade amino e/ou carboxi-terminal, o que facilita a purificagdo e a
deteccao da proteina expressa. Além disso, a expressao do gene que € inserido nesse
vetor esta sob controle do promotor do fago T7, o qual promove a expressdo génica
pela inducdo com IPTG. Com a vantagem de que os vetores do sistema de plasmideos
para expressao com T7 RNA polimerase (pET) utilizam um promotor do fago T7 que é
reconhecido pela RNA polimerase do fago, mas nao pela RNA polimerase da E. coli.
Assim a transcricdo do RNA clonado, necessaria para a sintese da proteina heterdloga,
SO ocorre apos a expressao da T7 RNA polimerase na bactéria hospedeira. Além disso,
a velocidade de transcricdo da T7 RNA polimerase é cinco vezes maior do que a da
RNA polimerase de E. coli, conferindo ao sistema pET altos niveis de transcricdo do
DNA clonado (STUDIER et al., 1990; GUO et al., 2003).

Por ser necessaria a mudanca do vetor para a expressdao dos fragmentos

soluveis, a priori optou-se por ndo processar todos os clones positivos avaliados no
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ensaio de Western blotting. Sendo assim, foram extraidos as amostras de DNAs
plasmideais dos clones A6P1 e D2P4 e inserido o sitio de restricdo (Ndel) nos
segmentos génicos VH-linker-VL através de reagbes de PCR com um novo par de
oligonucleotideos iniciadores, resultando em dois novos segmentos génicos que
mantiveram o tamanho aproximado de 750bp, sendo clonados em preparagdes do vetor
pET 28a, as quais foram utilizadas na transformagao de células de E. coli BL21 através

de eletroporacéo.

5.2.2. Sequenciamento de nucleotideos dos genes artificiais VH-linker-VL-
A6P1H11 e VH-linker-VL-D2P4F7

Foram selecionados os clones A6P1H11 (scFv-N) e o D2P4F7(scFv-S1), que
passaram pelo sequenciamento de nucleotideos, seguido do alinhamento pelo
programa Clustal W e analise de suas sequéncias deduzidas de aminoacidos pelo
programa Bioedit, usando-se para comparacd0 e como consenso a sequencia de
nucleotideos do gene artificial VH-linker-VL do clone CRAB21 produzido contra
antigeno do Virus da Doenca Infecciosa da Bursa no trabalho de SAPATS et al. (2003),
e depositada no genebank sob n° AF506502. Através da andlise realizada foi obtida
uma homologia de 87% e 86%, respectivamente para os clones A6P1H11-N e D2P4F7-
S1 (figura 9).

Segundo ANDRIS-WIDHOPF (2000) as aves possuem aproximadamente 25
pseudogenes codificadores de VL e 100 pseudogenes codificadores de VH, o que
confere a variabilidade das moléculas de anticorpos. Através do programa Bioedit foi
realizada a avaliagdo e confirmacgao das regides de framework e CDRs, sendo possivel
observar a existéncia de sequéncias com elevada homologia na sua composi¢do de
residuos de aminoacidos, especialmente os pertencentes a maioria das regides de
framework juntamente com outras sequéncias com maior variabilidade e que estao
situadas principalmente nas regides CDRs de VH e de VL e também nas frameworks 2
e 3 de VL. Essas alteracbes nas sequéncias de aminoacidos que ocorrem

principalmente na regido VL se deve segundo alguns autores, a influéncia direta dessa
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regido para com a afinidade do paratopo do scFv com o epitopo antigénico em questao,
além disso, mudancas nessa regido influenciam grandemente na atividade neutralizante
do anticorpo (SAPATS et al., 2003; CUPIT et al., 2001). Como podemos observar, além
das muitas trocas de residuos de aminoacidos que ocorreram entre as sequéncias, €
possivel observar também algumas insercoes e dele¢des de residuos de aminoéacidos,

principalmente nas CDRs (Figura 10).
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes das regides variavel de cadeia pesada

(VH) e variavel de cadeia leve (VL) presentes nos clones A6P1H1 (scFv-N) e D2P4F7 (scFv-
S1) em relagdo a sequéncia de nucleotideos do gene sintético scFv do clone CRAb21 (Gene
Bank n® AF506502) correspondente a codificagdo de um dos fragmentos de anticorpos
monoclonais especificos para o Virus da Doenca Infecciosa da Bursa (SAPATS et al., 2003).
Somente os nucleotideos que apresentaram diferengcas com relagdo a sequéncia de consenso
€ que foram destacados, sendo que os residuos idénticos foram apresentados sob a forma de
pontos e as dele¢des sob a forma de tragos.
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos deduzidas dos genes das regides
variavel de cadeia pesada (VH) e variavel de cadeia leve (VL) presentes nos clones A6P1H1
(scFv-N) e D2P4F7 (scFv-S1) em relagdo a sequéncia de residuos de aminoacidos
deduzidos do gene sintético scFv do clone CRAb21 (Gene Bank n® AF506502)
correspondente a um dos fragmentos de anticorpos monoclonais especificos para o Virus da
Doenca Infecciosa da Bursa (SAPATS et al., 2003). Somente os residuos de aminoacidos
que apresentaram diferencas da sequéncia de consenso é que foram destacados, sendo que
os residuos idénticos foram apresentados sob a forma de pontos e as delecdes sob a forma
de tragos. As regides determinantes de complementariedade (CDRs) 1,2 e 3 de VH e de VL
foram também delimitadas por caixas vermelhas, tendo sido destacadas também as regides
de framework (FR) 1, 2, 3 e 4 e a sequéncia de aminodcidos linker.

5.2.3. Producao dos fragmentos de anticorpos scFv-N e scFv-S1 soluveis
por células de E. coli BL21

Embora os sistemas de clonagem e expressdo sejam bem conhecidos, alguns
problemas podem ocorrer ocasionando a expressdo de baixos niveis de proteina
recombinante ou ainda a expressdo de proteinas na forma insolavel formando
agregados no citoplasma da célula hospedeira. Tais problemas podem ser contornados

pelo uso de diferentes concentragdes do indutor ou do meio de cultura, uso de mutantes
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de célula hospedeira e/ou diferentes temperaturas de indugcao (BANEYX & MUJACIC,
2004; SORENSE & MORTENSEN, 2005).

Tendo conhecimento destes fatos os, clones A6P1H11-N e D2P4F7-S foram
submetidos a indugdo em meio de cultura com adigdo minima (0,2 mM) de IPTG,
agitacao lenta e temperatura de 30°C. As células foram lisadas por sonicagédo, sendo o
extrato celular bruto e o sobrenadante submetidos a avaliacdo em ensaio de Western
blotting onde ficou caracterizado a presenga de bandas com tamanho molecular
estimado de 31 KDa, o que correspondem aos fragmentos de anticorpos scFv-N e
scFv-S1 que foram expressos com uma cauda de poli-histidina fusionada, sendo
facilmente detectaveis com o uso do anticorpo monoclonal anti-poli-histidina (Figura 11).

Figura 11. Andlise da expressdo dos fragmentos de anticorpos scFv soluveis em amostras de extrato
celular bruto e sobrenadante das culturas de E. coli BL21 submetidas a inducéo e lise. SDS-
PAGE (A) e Western Blotting (B). Linha: (1) Marcado de peso molecular (Bench Marck —
Invitrogen Corp.), (2) controle negativo (3) sobrenadante clone A6P1H11, (4) Extrato celular
bruto clone A6P1H11, (5) sobrenadante clone D2P4F7, (6) Extrato celular bruto clone
D2P4F7.
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5.3. Avaliacao da atividade funcional dos fragmentos de anticorpos soluveis scFv-
N e scFv-S1

5.3.1. Determinacao da atividade funcional dos fragmentos de anticorpos
scFv-N e scFv-S1 frente as proteinas virais estruturais da estirpe H120 do VBI

através do ensaio de Western blotting

Nos ensaios de western blotting com os fragmentos de anticorpos scFv-N e
scFv-S1 ficou evidenciado que tais anticorpos possuem uma boa reatividade com as
proteinas N e S1 da estirpe H120 do VBI. Na membrana em que foi utilizado para a
deteccao o fragmento de anticorpo scFv-S1 observou-se a marcacdo de uma proteina
de tamanho aproximado de 92 KDa, o que corresponde ao tamanho molecular da
glicoproteina S1 (Figura 12B). Ja na membrana que foi utilizado o fragmento anticorpo
scFv-N observou-se a marcagao de uma proteina de tamanho aproximado de 52 KDa, o

que corresponde ao tamanho da proteina N do VBI (Figura 12A).
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Figura 12. Analise da afinidade dos fragmentos de anticorpos scFv solUveis. Membrana A - Linha (1)
Marcador de peso molecular (Bench Marck), (2) Virus H120 concentrado e purificado
detectado com a utilizacdo de pool de soro policlonal de galinha hiperimunizada, (3)
Marcador de peso molecular (Bench Marck), (4) LCA — controle negativo da reagcdo com
fragmento de anticorpo monoclonal scFv-N, (5) Virus H120 concentrado e purificado
detectado com a utilizagdo do fragmento de anticorpo monoclonal scFv-N. Membrana B -
Linha (1) Marcador de peso molecular (Bench Marck), (2) Virus H120 concentrado e
purificado detectado com a utilizagdo de pool de soro policlonal de galinha hiperimunizada,
(3) Marcador de peso molecular (Bench Marck), (4) LCA — controle negativo da reacdo com
fragmento de anticorpo monoclonal scFv-S1, (5) Virus H120 concentrado e purificado
detectado com a utilizagao do fragmento de anticorpo monoclonal scFv-S1.

5.3.2. Titulacao dos fragmentos de anticorpos soluveis scFv-N e scFv-S1
pelo método de ELISA indireto

Com relacdo aos resultados da titulagdo dos fragmentos de anticorpos scFv-N e
scFv-S1 pelo método indireto de ELISA, frente a suspensées homélogas e purificadas
da estirpe H120 do VBI ou a suspensdes antigénicas controles negativas de liquido
cérion-lantéide (LCA), observou-se o desenvolvimento de reatividades especificas e
com magnitudes que variaram de forma proporcional as diluicdes utilizadas desses
anticorpos, conforme revelam as DOs obtidas no ensaio de titulagdo em bloco. Além
disso, nenhuma reacao significativa foi detectada com esses mesmos anticorpos e a
suspensao antigénica controle negativo de LCA, utilizado como controle negativo da

reacao (Figura 13).
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Titulacao dos anticorpos monoclonais scFv-S1 e scFv-N
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Figura 13. Resultados do método de ELISA indireto realizado com diferentes diluicdes dos fragmentos de
anticorpos scFv-S1 e scFv-N frente ao virus H120.

5.3.3. Avaliacao da especificidade dos fragmentos de anticorpos soluveis
scFv-N e scFv-S1 frente a estirpes de referencia e isolados brasileiros do VBI pela
técnica de ELISA indireto

Através do ensaio ELISA Concanavalina-A foi possivel observar as interagdes
entre o anticorpo scFv-N com as sete estirpes avaliadas (H120, M41 e Arkansas; e 0s
isolados brasileiros IBVPR05, IBVPR02, IBVPRO01, IBVSCO01), apresentando um
comportamento similar ao dos anticorpos policlonais presentes no soro de galinhas
hiperimunizadas com o VBI utilizado como controle positivo (Figura 14A). J& quando
observamos o perfil produzido pelos fragmentos de anticorpos scFv-S1 torna-se claro a
diferenca do padrdo encontrado entre os resultados obtidos com tais anticorpos em
relacdo aos obtidos com o uso dos anticorpos policlonais utilizados, havendo deteccéao
somente das estirpes homédlogas pertencentes ao sorotipo Massachusetts que sao
H120, M41 e IBVSCO01 (isolado brasileiro) (Figura 14B). Os resultados apresentados
podem ser explicados levando em consideracgao trés hipéteses: a primeira, seria que o
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epitopo de reconhecimento do anticorpo scFv-S1 nas estirpes em questao nao tenha
sofrido alteragdes, ou que possa ter havido alteragdes a nivel de bases nitrogenadas,
mas que nao necessariamente tenha causado modificagbes na sequéncia final de
aminodacidos, ou ainda que possa ter ocorrido mudangas nos aminoacidos, mas sendo
eles do mesmo grupo, teria sido mantido um epitopo semelhante para o
reconhecimento do anticorpo scFv-S1.

MONTASSIER et al. (2006) ao analisar algumas amostras de campo, inclusive
as que foram utilizadas, encontrou perfis filogenéticos que permitiram a classificacao
desses virus em cinco grupos diferentes. O primeiro desses grupos reuniu cinco dos
isolados ao gendtipo Massachusetts. Foram também identificados dois isolados com
caracteristicas do gendtipo Arkansas/Jilin e outro similar ao gendétipo Connecticut. O
mais interessante, entretanto, € que dos quatro virus remanescentes analisados, dois
deles formaram um isolado distinto sem relacdo com nenhum outro genétipo conhecido
do VBI, enquanto que dois outros isolados ndo compartilham caracteristicas génicas
com as estirpes de referencia de outras partes do mundo, mas sim elas constituiram um
grupo junto com amostras brasileiras do VBI descritas por VILLARREAL (2007),

formando assim um conjunto de estirpes autéctones do Brasil.



60
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Figura 14. Reatividade dos fragmentos de anticorpos monoclonais contra a proteina N (A) e contra a
proteina S1 (B) do VBI com estirpes homologas e heterdlogas do VBI nos testes de ELISA.

5.3.4. Avaliacao da atividade virus-neutralizante do fragmento de anticorpo

soluvel scFv-S1

Foi observado que o fragmento de anticorpo monoclonal scFv-S1 apresentou
atividade virus-neutralizante contra a infeccdo pela estirpe homéloga M41 do VBI
inoculada em ovos embrionados SPF, tendo proporcionado um titulo virus-neutralizante
50% (VNTsp) correspondente ao titulo de 1:40. Para efeito de comparagao, o anti-soro
homdlogo contra essa mesma estirpe viral apresentou um titulo virus-neutralizante 50%

igual a titulo 1:320
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Sabe-se que por muitos anos as técnicas de virus-neutralizacdo cruzada
(COWEN & HITCHNER, 1975; JOHNSON & MARQUADT, 1975; HOFSTADT, 1981;
COOK, 1997) foram utilizadas como meio de definir a relagdo antigénica entre cepas
vacinais e amostras isoladas de campo, de modo a prever e avaliar a capacidade de
estirpes vacinais do VBI em conferir protecdo contra novos isolados de campo do virus.
Os virus que nao produzem reacbes reciprocas de titulos neutralizantes sao
considerados diferentes sorotipos, ja& aqueles que produzem uma relacdo cruzada
(diferengas em menor grau) sao conhecidos como variantes, sendo assim, com 0s
resultados obtidos o anticorpo scFv-S1 podera ser utilizado em ensaios de virus-
neutralizacdo para diferenciar variantes e sorotipos, j& que apresenta atividade

neutralizante para a estirpe homdéloga M41.

5.3.5. Aplicacao dos fragmentos de anticorpos soluveis scFv-N e scFv-S1
na deteccao da estirpe viral M41 do VBl em amostras de tecido de aves infectadas

experimentalmente

O processo infeccioso ocasionado pelo VBI inicialmente se reflete no trato
respiratério superior e preferencialmente nas células ciliadas e secretoras de muco
desse sistema (DHINAKAR RAJ & JONES, 1996). O titulo infectante viral atinge valores
maximos nas mucosas do nariz e traquéia apds trés dias do inicio da infeccéo,
permanecendo nesses patamares por mais dois a cinco dias (HOFSTAD & YODER,
1996). Sendo assim, fragmentos de traquéia e pulmao se constituem no material de
eleicdo para a deteccao da maioria das estirpes do VBI, que podem ser detectadas por
técnicas de imunohistoquimica, reagcado de imunofluorescéncia ou de imunoperoxidase
(HIPOLITO, 1957; DHINAKAR RAJ & JONES, 1996; DE WIT, 2000).

Os fragmentos de anticorpos monoclonais foram utilizados em ensaios de
imunohistoquimica para a detecgdo da estirpe homdéloga M41 do VBI em cortes de
traquéia de aves infectadas experimentalmente. Os principais resultados revelaram que
tanto os anticorpos scFv-S1 (Figura 15A), como o scFv-N (Figura 16A) apresentaram

reatividade para os respectivos antigenos do VBI que estdo sendo produzidos no curso
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da infeccdo por esse virus, resultando assim, na marcacdo de varias das células
epiteliais da traquéia infectadas. Com a finalidade de investigar de forma comparativa
essa reatividade com antigenos do VBI in situ, os anticorpos policlonais presentes nos
anti-soros contra a estirpe H120 foram também testados em cortes similares de traquéia
(Figura 17A), tendo sido demonstrado marcagées dos mesmos tipos celulares que
haviam sido marcados pelos fragmentos de anticorpos monoclonais scFv-S1 e scFv-N.
Nos cortes de traquéia de aves nao infectadas, nao foi observada nenhuma reatividade
ou marcacao inespecifica (Figura 15B; 16B e 17B). Resultados semelhantes a esse
foram demonstrados por NAQI (1990), que utilizando anticorpos monoclonais
produzidos por hibridoma encontrou 0 mesmo perfil de marcacdo na deteccdo da
estirpe M41 em células do epitélio traqueal em corte histolégico. Em outro trabalho,
YAGYU & OHTA (1990), utilizando o anticorpo monoclonal Y-0-1 (MAb-IFA), também
produzidos por hibridoma, detectou a estirpe M41 em células renais e no epitélio

traqueal de aves infectadas utilizando a técnica de imunofluorescéncia.

Figura 15. (A) Utilizagdo do fragmento de anticorpo monoclonal scFv-S1 na detecc¢éo viral em corte de
traquéia de ave experimentalmente infectada com a estirpe M41 do VBI. (B) Controle
negativo: corte de traquéia de ave nao infectada.
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Figura 16. (A) Utilizacdo do fragmento de anticorpo monoclonal scFv-N na deteccéo viral em corte de
traquéia de ave experimentalmente infectada com a estirpe M41 do VBI. (B) Controle
negativo: corte de traquéia de ave ndo infectada.

Figura 17. (A) Controle positivo: Utilizacdo dos anticorpos policlonais contidos no anti-soro de galinhas
hiperimunizadas com a estirpe H120 na detecgao viral em corte de traquéia proveniente de
ave infectada experimentalmente com a estirpe M41 do VBI. (B) Controle negativo: corte de
traquéia de ave nao infectada.

De acordo com o exposto acima, torna-se claro que o desenvolvimento de
painéis de anticorpos monoclonais sao fundamentais para a deteccédo e diferenciacéao
das muitas estirpes virais que se originam continuamente, j& que muitas destas
mutac¢des ocorrem justamente em sitios importantes de reconhecimento de anticorpo
(KANT, 1992; IGNJATOVIC & GALLI, 1994; CAVANAGH & NAQI, 2003).
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Diversos autores tém descrito com sucesso 0 uso da apresentacao de anticorpos
em fagos contra agentes infecciosos virais em varias areas, como medicina humana e
veterinaria. Recentemente, um estudo utilizando phage display produziu anticorpos fita
simples (scFv) contra o virus da febre aftosa (FOORD et al., 2007). SAPATS et al.
(2003; 2006) ja produziram sinteticamente fragmentos de anticorpos contra a doencga de
Gumboro. Em outro trabalho relacionado, OZAWA et al. (2005) detectaram em uma
biblioteca de scFv trés clones reativos para o virus da doenca de Newcastle.

Os fragmentos de anticorpos monoclonais criados por engenharia genética
atualmente estdo sendo utilizados para execucao de inUmeras investigacdes, como por
exemplo, o mapeamento de epitopos, nos avancos na tecnologia de producado de
vacinas, no screening de receptores celulares, além do uso cada vez maior de tais
moléculas pela industria farmacoldgica.

Com isso, aventou-se a possibilidade, em nosso estudo, do uso bem sucedido
do fragmento de anticorpo scFv-S1 em diferenciar estirpes que possuam variacoes
fenotipicas importantes na glicoproteina S1 j4 que se trata de uma proteina altamente
mutavel, enquanto que o fragmento de anticorpo scFv-N pode ser utilizado na deteccao
de multiplos isolados do VBI em materiais biolégicos, j4 que se trata de uma proteina

altamente conservada.
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VI. CONCLUSOES

6.1. A técnica de Phage display realizada com base no fagomideo pCANTAB 5E foi
empregada com sucesso para a selecao de dois fragmentos de anticorpos monoclonais
contra as proteinas S1 e N do VBI.

6.2. A subclonagem em vetor pET 28a dos genes codificadores dos fragmentos de
anticorpos contra o VBI foi realizada de forma bem sucedida, sendo a expressao na

forma soluvel realizada com sucesso por células de E. coli BL21.

6.3. Os fragmentos scFv-S1 e scFv-N apresentam boa atividade na deteccédo do VBl em

todos os ensaios realizados.

6.4. A realizacao deste estudo levou a produgdo de fragmentos de anticorpos
monoclonais soluveis que podem ser utilizados na deteccao e diferenciacado do VBI, ja
que ainda ndo sdo encontrados na literatura relatos de anticorpos monoclonais
produzidos por essa técnica contra este virus. Sendo assim, tais anticorpos podem ser
empregados colaborando no diagnostico e estudo da evolugao desse virus no Brasil.
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