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Resumo

Batista, T.N. Clonagem e Expressdo de fragmentos de anticorpos
recombinantes (scfv) contra o Parvovirus canino 2 pela técnica de Phage
Display. Botucatu 2008. 61p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A parvovirose canina, uma das principais doengas infecto-contagiosas que
acomete caes, € causada pelo Parvovirus canino-2 (CPV-2). Desde sua
descrigao importantes mutagdes ocorreram originando trés tipos: CPV-2a e 2b,
comumente detectados no Brasil, e o CPV-2c. Essas alteragdes antigénicas
caracterizam o CPV como um dos principais modelos de evolucéo viral, sendo
detectaveis com painéis de anticorpos monoclonais em técnicas simples como
hemaglutinagdo e neutralizagdo in vitro. A tecnologia de apresentacdo de
proteinas em bacteri6fagos (Phage display) tem diversas aplicagcdes, dentre
elas a apresentacdo de fragmentos recombinantes de anticorpos funcionais
(scFv), que podem ser produzidos em grande quantidade. Este trabalho utilizou
Phage Display para expressar fragmentos scFv contra o CPV-2, com uma
metodologia descrita (Krebber, 1997). Apos o cultivo e purificagdo do virus,
camundongos da linhagem High seleg¢do IV A foram imunizados com o CPV-2,
sendo em seguida extraido RNA total do baco. A amplificacdo das cadeias leve
e pesada, e sua ligacdo por SOE-PCR, permitiu a clonagem do scFv no
fagomideo pAK 100. Apéds a transformacado da E.coli XL-1 blue, bacteriéfagos
M13 foram expressos apresentando o fragmento scFv. Trés processos de
selecdo foram realizados, e apds o Phage-ELISA, um grupo de fagos foi
selecionado. A partir deste um screening foi realizado por PCR sendo dois
clones detectados. Apdés nova expressdo de ambos uma nova reacido de
Phage-ELISA foi realizada e demonstrou a especificidade destes clones com o
CPV-2. Até o presente momento esta € a primeira descricdo da técnica de

Phage display apresentando fragmentos de anticorpo anti-CPV-2.

Palavras-chave: Fragmento de Anticorpo; Bacteriéfagos; Expressdo; Parvovirus

canino-2; Phage-display



Abstract

Batista, T.N. Recombinant antibody single chain variable fragments
cloning and expression (scfv) against canine parvovirus by Phage
display. Botucatu 2008. 61p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Canine parvoviral disease, one of the most common infectious disorders of
dogs, is caused by canine parvovirus (CPV-2). Several mutations have
occurred since it was described in the late 1970s, originating three antigenic
types: CPV-2a and 2b, most commonly found in Brazil, and the CPV-2c. These
antigenic differences characterize CPV-2 as an important model of virus
evolution, and could be detected by monoclonal antibody panel in
hemmaglutination and in vitro neutralization. Phage display has many
applications and have been used displaying functional antibodies fragments
(scFv), which can be produced in large amount. The technology described here
is the expression of antibody recombinant fragments - scFv - against CPV-2,
with the methodology previously described (Krebber, 1997). After cultivation
and purification of virus, High IV A mice were immunized with CPV-2, total RNA
was extracted from spleen cells. Light and heavy chains were amplified, and
then linked by SOE-PCR; and the product was cloned into a phagemid (pAK
100). After the transformation on E. coli XL-1 blue, M13 bacteriophages were
expressed presenting the scFv fragment. Series of 3 rounds of panning was
carried out, and after a Phage-ELISA a group of phage was selected. A PCR
screening was conducted and two clones detected. After new expression a
Phage-ELISA was performed and demonstrated the specificity of these clones
against the CPV-2. Until the moment this is the first description of the use of the

Phage display, producing antibody fragments against CPV-2.

Keywords: Antibody fragment; Bacteriophages; Expression; Canine Parvovirus-2;

Phage-display
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1. Introducéo e Reviséo da literatura

1.3.Parvovirus canino-2

A parvovirose canina € uma doenga infecto-contagiosa causada pelo
parvovirus (CPV-2), que determina um grave quadro de enterite hemorragica em
animais jovens, e é, notoriamente, uma das mais importantes doencas
infecciosas do céo, sendo rotineiramente diagnosticada na clinica veterinaria.

A primeira descricdo sobre uma possivel infeccdo por parvovirus em caes
foi em 1970 na Alemanha, quando Binn e colaboradores (1970) isolaram de
animais sadios um virus pequeno e antigenicamente relacionado ao grupo
parvovirus, sendo denominado Minute virus of canines (MVC). Este virus é
atualmente conhecido como CPV-1, e é bastante distinto do CPV-2 e de
parvovirus de outras espécies, sendo mais geneticamente relacionado ao
parvovirus bovino (BPV) (Carmichael, 2005).

No fim da década de 70 foi observada, praticamente de forma simultanea
por diversos pesquisadores, uma doenga “nova’ que ocasionava miocardite
aguda ou crbnica em filhotes de caes e também vémitos, diarréia mucdide, as
vezes sanguinolenta, e hipertermia (Appel et al., 1978; Eugster et al., 1978;
Bourtonboy et al., 1979). Apds as primeiras descrigdes da doenga, amostras
biolégicas de animais com a forma entérica foram analisadas por microscopia
eletrbnica e foi observado um agente semelhante ao virus da panleucopenia
felina, sendo este rapidamente isolado em linhagens de células felinas
(Carmichael, 2005). Exames histopatoldgicos evidenciaram necrose na regiao
de criptas em epitélio intestinal, perda da estrutura das vilosidades no intestino
delgado e deplegcao de linfécitos em tecidos linfoides (Robinson et al., 1979,
1980). Houve uma rapida disseminagao intercontinental do parvovirus, devido
principalmente a transito de animais e pessoas, e por fémites, grande resisténcia
no meio ambiente e aos altos titulos de virus eliminados em fezes de animais
infectados (Carmichael et al., 1981; 2005; Pollock, 1982; Meunier et al., 1985).

No Brasil, Hagiwara e colaboradores (1980) realizaram os primeiros estudos
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onde foram relacionados achados clinicos e anatomopatolégicos a observagao
de estruturas virais semelhante ao parvovirus.

Entre 1980 e 1981, houve um declinio do numero de casos,
provavelmente devido a imunidade naturalmente adquirida e pelo
desenvolvimento de vacinas. Pouco tempo depois foi descrito uma doenca
grave, caracterizada por enterite extremamente hemorragica em caes vacinados
e ndo vacinados. O agente etoldgico desta patologia foi mais tarde identificado
como CPV-2. Posteriormente uma importante mutacao foi observada, com o uso
de painéis de anticorpos monoclonais, originando entdo a estirpe denominada
de CPV-2a (Carmichael, 2005). Essa alteracao foi confirmada com a detecgao
de uma mutacdo em cinco aminoacidos informativos na proteina do capsideo
(VP2), que acarretou mudancgas antigénicas e bioldgicas (Parrish et al., 1991).
Por volta de 1984, outra importante alteracdo foi observada sendo descrito o
CPV-2b. Essa diferenga foi mais tarde confirmada pela substituicdo de um
nucleotideo na posicdo 4062, que ocasionou uma mudanga antigénica.
Atualmente, o CPV-2a e 2b s&o as principais estirpes virais correlacionadas
doencga em caes e também em felinos (Steinel et al, 2001; Truyen, 2006).

Apesar da diferenga antigénica, poucos estudos ainda correlacionam a
variagdo da doencga causada pelo CPV-2a e 2b, sendo que grande parte dos
estudos de patogenia foram baseados na patologia causada pelo CPV-2
(Truyen, 2006). Em 2001, Buonavoglia e colaboradores descreveram uma nova
estirpe, com uma mutagdo antigénica importante, originando diferencas em
testes com painéis de anticorpos monoclonais e em testes de inibicdo da
hemaglutinacéo. Essa nova estirpe foi entdo denominada CPV-2c e esta co-
circulando na ltalia com os tipos 2a e 2b, e aparentemente substitui a ambos na
populagao canina daquele pais (Martella et al., 2005). Atualmente o CPV-2c ja
foi detectado em varios paises da Europa, nos Estados Unidos e também na
América do Sul (Peréz et al., 2007; Hong et al., 2007; Decaro et al., 2007). No
Brasil, ambas as estirpes 2a e 2b ja foram detectadas, sendo que um estudo
detectou mais o tipo 2b (Costa et al., 2005), e outro o tipo 2a (Pereira et al.,
2000). Devido a importantes mutagcdes com alteragbes antigénicas, atualmente o
parvovirus canino € descrito como modelo de estudo de evolugdo viral (Martella
et al., 2006).
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O parvovirus canino tipo 2 (CPV-2a, 2b e 2c), € um virus pertencente a
familia Parvoviridae, pequeno (18-26nm), ndo envelopado e com capsideo de
formato icosaédrico contendo 60 capsémeros. A particula infecciosa viral &
resistente, sendo estavel a inativacdo a 56°C por 1 hora, tratamento com
solventes orgéanicos e pH entre 3 e 9. O parvovirus € extremamente estavel e
resistente as condigbes adversas do ambiente, podendo permanecer em
objetos, roupas, potes de alimentagao e no piso, por até cinco meses (McCaw e
Hoskins, 2006). A particula viral pode ser inativada com o uso hipoclorito de
sédio, na diluicao de 1:30, ou quando submetida a radiagdes gama e tratamento
com agentes oxidantes como formalina e propionolactona (Murphy et al., 1995;
McCaw e Hoskins, 2006).

O genoma do CPV-2 é pequeno, linear, composto de DNA fita simples de
aproximadamente 5,2 kilobases (kb), sendo que nas extremidades 3’ e 5 ha
regides palindrdbmicas de aproximadamente 115 nucleotideos, que séo
essenciais na replicacdo atuando como primers. Esta depende exclusivamente
do maquinario molecular de células com alto poder de divisdo, sendo as células
do epitélio intestinal seu principal alvo (Christensen et al., 1993). Para sua
replicacdo necessita de células na fase S de divisdo mitotica, tendo preferéncia
por tecidos de animais jovens ou recém-nascidos, ou tecidos em intensa
proliferagdo de animais adultos, como o tecido linfoide (Tsao et al., 1991). Esta
replicagcdo acontece no nucleo celular e normalmente depende do estado
fisiolégico das células (Murphy et al., 1995).

O CPV-2 é composto por trés proteinas de capsideo (VP1, VP2 e VP3),
que Ihe conferem um formato icosaédrico, sendo que a VP2 constitui cerca de
90% do capsideo viral. A superficie do capsideo tem um canal cilindrico rodeado
por estreitas depressdes do tipo canyon, pequenas espiculas e projeg¢des tipo
dimple (Tsao et al., 1991). Estas depressdes tipo canyons sao provavelmente
sitios de ligagao para receptores celulares, e como podem também impedir a
ligacdo de anticorpos, o virus mantém os dominios desta regido extremamente
conservados, diferentemente de outros que podem mudar para evadir da
resposta imune do hospedeiro. Ja as espiculas e projegdes dimple estao
associadas as propriedades antigénicas de selegdo do hospedeiro e de

hemaglutinagéo (Tsao et al., 1991; Chapman e Rossman, 1993). Existem dois


http://www.tulane.edu/%7Edmsander/WWW/335/Parvoviruses.html

6
Introducdo e Revisdo bibliografica

sitios antigénicos neutralizantes (A e B) na superficie do CPV-2. Alteracbes
ocasionadas no sitio antigénico B podem causar perda da capacidade de
replicagcdo em células caninas in vitro (Lopez de Turiso et al., 1991; Llamas-Saiz
et al., 1996). A estrutura do parvovirus também ja foi descrita quando de sua
associagdao com um fragmento neutralizante de anticorpo (Fab A3B10), sendo
obtido a partir de hibridoma (Wikkoff et al., 1994). Neste estudo foi determinada
a estrutura do complexo CPV: Fab com a resolucdo de 23 A, onde foi observado
cerca de 60 fragmentos do anticorpo, complexados com o parvovirus. Os
autores observaram que este anticorpo foi capaz de precipitar e também
neutralizar o virus, sendo que o0s mecanismos de neutralizagdo como
interferéncia na adsorcao celular, entrada celular e desnudamento, devem ser
funcionais.

A infeccdo ocorre naturalmente por via oronasal, sendo que o periodo de
incubacdo pode variar de 6 a 14 dias (McCaw e Hoskins, 2006). Apés um
periodo de replicacdo em tonsilas e nddulos mesentéricos, o CPV pode ser
isolado em tecidos e fezes de animais infectados, de 10 a 14 dias pds-infecgao
(Macartney et al., 1984). A replicagao viral tem como alvo as células da cripta
intestinal, levando a perda do epitélio e consequente encurtamento das
vilosidades intestinais (McCaw e Hoskins, 2006). Os sinais clinicos observados
geralmente sdo graves e incluem anorexia, hipertermia, vOmitos, diarréia
sanguinolenta e desidratacdo. Obitos podem ocorrer rapidamente apds o inicio
da doenca, normalmente associados a septicemia ou coagulagao intravascular
disseminada. Miocardite também pode ocorrer em filhotes de até oito semanas
ou em casos de infecgdo in utero (McCaw e Hoskins, 2006).

O diagndstico da infecgdo por CPV-2 pode ser realizado com os sinais
clinicos supracitados associado ao diagndstico laboratorial, uma vez que
existem diversas outras infeccbes com sinais semelhantes. Este pode ser
realizado com a detecg¢ao do virus em fezes e em tecidos para exames post-
mortem. Diversas técnicas sao descritas para o diagndstico da parvovirose,
podendo ser divididas em detecgao direta do agente, onde se enquadram:
microscopia eletrénica, imunofluorescéncia direta, isolamento viral, teste de
hemaglutinacéo (H.A.), ELISA, coaglutinacédo e técnicas moleculares como a

reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e algumas variagbes como Touch-
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down PCR e Nested-PCR e indiretamente pelo sorodiagndstico como a inibigao
da hemaglutinagdo, neutralizagado viral, ELISA e imunofluorescéncia indireta
(Carmichael, 2005; McCaw e Hoskins, 2006).

A protecdo contra o CPV-2 é em grande parte derivada de anticorpos
maternais provenientes do colostro, e é tao eficiente que pode até impedir a
viremia (Elia, 2005). Apés a infecgao, o filhote pode ser considerado imune por
20 meses e possivelmente por toda a vida (McCaw e Hoskins, 2006). Mas
mesmo com titulos de protecdo adequados, os animais podem desenvolver
doenga subclinica e se tornarem disseminadores da doenga (Decaro et al.,
2005). Atualmente existem varios tipos de vacina disponiveis (McCaw e Hoskins,
2006), sendo que no Brasil pode-se encontrar contra o CPV-2, 2a e 2b (Costa et
al., 2005). Falhas vacinais podem ocorrer, e as principais causas para isso séo
0os niveis de anticorpos maternos e a falha em soroconversao (McCaw e
Hoskins, 2006).

Os principais objetivos do tratamento da parvovirose canina s&o a
hidratagdo, manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico e antibioticoterapia
profilatica (McCaw e Hoskins, 2006).

Pela alta capacidade de mutagao, que se assemelha a dos virus RNA, a
evolugdo viral do parvovirus canino tem sido amplamente estudada (Pereira et
al., 2007; Martella et al., 2005; Nakamura et al. 2003). Essas mutagdes séo
observadas principalmente na regido que codifica a proteina VP2, onde estéao
situados os principais sitios neutralizantes e de hemaglutinagdo do parvovirus
canino (Tsao et al., 1991; Lopez de Turiso et al., 1991). Com isso a utilizag&o
de painéis de anticorpos monoclonais em técnicas mais simples e mais
baratas, como a inibigdo da hemaglutinagdo e a neutralizagcdo in vitro, séo
comumente aplicadas no estudo da variagédo antigénica do Parvovirus canino.

Diversas formas de se produzir anticorpos monoclonais sdo descritas,
sendo de maior destaque o hibridoma e a técnica de apresentacdo de
anticorpos na superficies de bacteriéfagos (Phage display). Diversas limitagdes
como o custo elevado na manutencao de células expressando os anticorpos e
o baixo numero de clones (de 500 a 2000) produzidos na técnica de hibridoma

em comparagao ao Phage display que é de facil realizagcdo e permite grande
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(mais de 10° clones), levou esta ultima a um grande desenvolvimento e

aceitagao cientifica.

1.4.Técnica de Phage Display

Diversas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para expressar
uma grande variedade de polipeptidios na superficie de bacteriéfagos, bactérias,
leveduras e virus (Marasco e Sui, 2007). Phage display, descrita em 1985(a) por
Smith, € uma técnica molecular na qual proteinas recombinantes ou peptideos
nao pertencentes ao bacteriéfago (fago) sdo expressas na superficie protéica
deste. Nesta metodologia, a informagao genética responsavel pela codificagao
da molécula a ser apresentada esta ligada diretamente ao seu fendtipo
experimental, sendo que uma grande diversidade de moléculas biologicamente
ativas como citocinas, enzimas, substratos, receptores, inibidores enzimaticos,
proteinas ligantes a DNA e anticorpos podem ser expressas. Esta técnica é
excelente para a criagdo de bibliotecas contendo milhdes ou até mesmo bilhdes
de proteinas ou peptideos (Benhar, 2001; Russel et al., 2004; Paschke, 2006;
Brissette e Goldstein, 2007).

A metodologia de biblioteca de peptideos mais amplamente usada é
baseada em fagos filamentosos (M13, f1, fd - os mais utilizados para
apresentacao de bibliotecas), que infectam bactérias Gram negativas (Brigido e
Maranhao, 2002; Russel et al., 2004). Estes virus apresentam como material
genético DNA fita simples pequeno e circular. As particulas destes fagos sao
compostas por cinco proteinas estruturais (p3, p6, p7, p8 e p9). As copias da
proteina p8 (2700 aproximadamente) formam o corpo do capsideo, sendo que
na extremidade distal se encontram as proteinas estruturais p7 e p9, e na
extremidade proximal encontra-se p3 (3 a 5 coépias). A inclusdo de proteinas
exdgenas na superficie destes fagos ocorre pela fusdo destas as proteinas
estruturais do fago, sendo utilizadas a p8 e principalmente a p3. Esta ultima é
responsavel pela adeséo da particula viral ao pili sexual da bactéria (Brigido e
Maranhdo, 2002). Uma das caracteristicas mais importantes destes
bacteriéfagos filamentosos € que eles sdo montados pela extrusdo do seu

material genético, sem que ocorra lise da célula.
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Nas bibliotecas de fagos filamentosos, um grande numero de proteinas
relevantes podem ser selecionadas e separadas. Para isso, dois passos sao
essenciais: 0 panning ou bio-panning (selecdo por afinidade) e o chamado
screening (triagem) (Kretzchmar e von Ruden, 2002). No processo de panning, a
biblioteca de fagos produzida € incubada com o antigeno de escolha, para que
ocorra uma interacdo com este. Em seguida, uma série de lavagens € procedida
para remover os fagos ndo aderidos, ou seja, aqueles que nao codificaram a
sequéncia alvo desejada, sem que haja interferéncia na interagao fago-antigeno.
Logo apds, os fagos selecionados (ligantes) podem ser obtidos, com o uso de
condigdes que desfavoregcam a ligacao desses com a molécula alvo. A aplicagao
de gradientes de pH, reagbes proteoliticas e eluigdes competitivas podem ser
realizadas sem que haja, no entanto, um comprometimento da infectividade do
fago (Benhar, 2001; Brigido e Maranhao, 2002; Kretzchmar e von Ruden, 2002).
Os fagos recuperados sao entdo amplificados por infecgdes sequenciais em
bactérias, sendo realizadas novas etapas de panning (de trés a cinco, em
média). No final € gerado um misto policlonal, porém enriquecido com ligante
antigeno-especifico. Em seguida, no processo de screening, ha uma conversao
deste misto policlonal em anticorpos monoclonais, com infecgao da bactéria alvo
do fago, cultivo em meios seletivos e selegdo de colbnias unicas (Kretzchmar e
von Ruden, 2002).

Diferentes sistemas de vetores de Phage display tém sido descritos,
sendo que sao classificados como vetores de fago e fagomideos (Russel et al.
2004). Atualmente o uso de fagomideos tem sido difundido. Estes sao
plasmideos que possuem a origem de replicagdo ativa em E.coli e também em
fagos filamentosos, com todas as informagdes para a sintese da fita
complementar, de replicacdo viral e empacotamento do DNA. O fagomideo
utilizado para apresentacao de bibliotecas na superficie de fagos filamentosos, &
manipulado para que possa expressar as proteinas desejadas fusionadas ao
gene Il ou VIII. Para que isso ocorra € utilizado um fago auxiliar, que infecta a
célula transformada com o fagomideo e possui todos os genes dos fagos
filamentosos permitindo o resgate do fagomideo como particula viral. Uma
alternativa ao fago auxiliar foi descrita por Chasteen e colaboradores (2006), que

produziram células com um plasmideo codificante de proteinas de
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empacotamento do fago M13. De maneira geral, o fagomideo apresenta a
origem de replicacdo da E.coli e de fagos, o gene de resisténcia a antibiotico, o
promotor de transcricdo do gene de fusdo e a sequéncia lider responsavel pela
localizag&o do produto de fuséo (Brigido e Maranhao, 2002).

E de grande destaque dentro da tecnologia de phage display a expressao
de fragmentos funcionais de anticorpos que, apds sua apresentacao pelo fago,
podem ser selecionados de acordo com sua afinidade de ligacédo e
especificidade para testes diagnosticos in vitro e in vivo (identificagdo massiva
de alvos — antigenos e até proteinas, no caso de proteomas), e também
imunoterapia para uma grande diversidade de patologias (Benhar, 2001;
Kretzchmar e Von Ruden, 2002). Este tipo de expressao foi realizado
inicialmente na forma de fragmentos recombinantes de anticorpos. Isso foi
alcangado com a fusdo das regibes codificadoras da porgdo variavel do
anticorpo (Fv) na por¢cao aminoterminal do gene Ill do fago M13, que codificou
um fragmento de cadeia unica desta porgéo (scFv, single chain Fv) (McCafferty
et al, 1990).

Para a geragcdo de uma biblioteca imunoldgica de anticorpos ampla e
altamente especifica, animais “doadores” podem ser imunizados com um
determinado antigeno. Os genes responsaveis pela codificagdo de anticorpos,
podem ser amplificados e clonados, sendo mais expressos apds a exposicao
inicial ao agente inoculado. Os fragmentos funcionais que sdo produzidos por
este método sdao numerosos, podem ser especificamente selecionados e tem
uma grande vantagem, pois foram sujeitos a uma maturag&o in vivo no sistema
imune do hospedeiro (Schmitz et al., 2000; Benhar, 2001).

Em 1997, Krebber e colaboradores descreveram um sistema
interessante de expressao de scFv funcional com o uso do fagomideo pAK
100, partindo de hibridomas ou repertérios imunes, com uma clonagem segura
de genes funcionais de imunoglobulinas. Os autores apresentaram um set de
primers para a amplificagao da regido variavel de anticorpos, uma estratégia de
montagem de scFv e um sistema direcional de clonagem com uma enzima de
restricdo (Sfi 1) que contém um sitio de digestdo raro entre sequéncias de
anticorpos. Também descrevem diversas outras caracteristicas de seu sistema,

que garantem um sucesso adequado da técnica descrita.
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Atualmente, sdo escassos os anticorpos mono e policlonais especificos
para agentes infecciosos em Medicina Veterinaria disponiveis, o que limita a
realizacdo de pesquisas e também a aplicagdo de métodos diagndsticos. Com a
evolugdo das técnicas de produgdo sintética de fragmentos de anticorpos
funcionais, a possibilidade na ampliagdo de seu uso € uma realidade.

Como agente de uma das principais doengcas em Medicina Veterinaria, o
parvovirus canino apresenta uma série de caracteristicas interessantes. Uma
delas é ser um excelente modelo de pesquisa para evolugao viral, devido sua
alta capacidade de mutacédo (Badget, 2002; Martella, 2006). Uma das formas
de se detectar essas mutagcbes € com o uso de painéis de anticorpos
monoclonais que pode ser utilizado em técnicas de simples realizagdo, como a
inibicdo de hemaglutinacdo e a neutralizagao viral (Carmichael, 2005). Outra
importante utilizacdo de anticorpos funcionais € a aplicacdo em técnicas
imunoenzimaticas, que sao utilizadas em diagndstico ou em pesquisas
direcionadas ao CPV-2. Um terceiro ponto relevante, e com crescente interesse
dentre diversos grupos de pesquisa, € a terapia com anticorpos monoclonais,
principalmente na medicina humana, onde se observam grandes avangos em
doencgas autoimunes e inflamatérias, cancer, e doencgas infecciosas (Brekke e
Loset, 2003). Este tipo de pesquisa, que se divide em terapias profilaticas e
tratamentos propriamente ditos, envolve atualmente diversos grupos, sendo
que alguns ja em fase avangada de pesquisa (Marasco e Sui, 2007).

A realizacdo da técnica de Phage display de fragmentos funcionais de
anticorpo contra o CPV-2, com a geracdo de fragmentos de anticorpos
monoclonais especificos, permite a utilizagdo destes em diversas metodologias

que podem auxiliar da pesquisa da evolucéo do virus no Brasil.



12
Objetivos

2. Objetivo

- Clonar e expressar em bacteridfagos M13 fragmentos funcionais (scFv) de

anticorpos contra o parvovirus canino-2.
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3. Material e métodos

3.1. Diagrama representativo do delineamento experimental
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FIGURA 1. Esquema representativo do delineamento experimental realizado.
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3.2. Cultivo viral e titulagdo do Parvovirus canino-2 (CPV-2)

Foi realizado o cultivo celular da linhagem CRFK' (Crandell Feline
Kidney). Foram produzidas 3 garrafas de 25cm?, contendo: 9 mL de M.E.M.
(Minimum Essential Medium — Invitrogen®) com 10% de soro fetal bovino (SFB
- Invitrogen®). Quando a monocamada celular apresentou de 60% a 70% de
confluéncia, duas garrafas foram inoculadas com 0,8 mL do CPV-2', e uma
garrafa com o mesmo volume de M.E.M (controle de célula). Para melhor
adsorcao do virus, as garrafas foram deixadas em agitagao orbital a 40 r.p.m.
durante uma hora e meia a 37°C. Em seguida, foram adicionados em cada
garrafa 8,0 mL do meio MEM com 10% SFB, sendo estas mantidas a 37°C por
5 dias para observagao de efeito citopatico (E.C.P.). A amplificagao do virus foi
realizada em duas etapas. Inicialmente foram utilizadas garrafas 75 cm?, e em
seguida em garrafas tipo Rollers de 490 cm? todas apresentando uma
monocamada celular. O inoculo foi preparado com 1,0 mL de virus produzido
anteriormente, diluido 1:4 em MEM, e mantido nas mesmas condi¢gdes acima
descritas. Apdés a observagdo do E.C.P. as foram congeladas (-70°C) e
descongeladas duas vezes. O lisado celular obtido foi fracionado e guardado a
—70°C, reservando uma aliquota das garrafas infectadas e controle-negativo
para a realizacao da PCR.

A titulacao do virus foi realizada por DICTsp, sendo utilizada uma das

aliquotas previamente congelada.

1- Gentilmente cedida pela Profa. Dra. Alice F. Alfieri
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3.3. Purificagdo do Parvovirus canino-2

Para a purificacdo viral foram utilizados 350mL do lisado celular
previamente inoculado com o CPV-2. Inicialmente, a suspenséo foi tratada com
10% de vertrel (Dupont®) para lise celular e o sobrenadante foi recolhido em
um béquer. A essa solugdo foi adicionado em gotas, com auxilio de uma
bomba peristaltica, 0 mesmo volume de sulfato de aménio 100% saturado. Em
seguida, o material foi centrifugado a 3100g/45 min a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em tampao fosfato PBS (0,01 M PO, " 0,14 M NaCl pH 7,4).

A clarificagdo foi realizada com duas centrifugagdes consecutivas a
3100g/30 min 4°C. Em seguida, as amostras foram depositadas em um colchao
de sacarose a 30% e ultracentrifugadas em rotor angular a 104.000g/6h30min,
sendo o sedimento ressuspenso novamente em PBS e submetido a sonicacao
por trés ciclos de 10 segundos a 40% de amplitude.

Em seguida foi realizada uma nova etapa de purificacdo. O sedimento
obtido foi novamente ultracentrifugado em gradiente de cloreto de césio a
1,42g/cm®, na velocidade 82000g/30h. A amostra foi fracionada e de cada
fracao foi realizada a espectrofotometria, pela leitura de comprimento de onda
a 260 nm e 280 nm. As fracbes contendo os picos de leitura, sendo
correspondentes a densidade de 1,429/cm3 foram separadas e armazenadas a
temperatura de -70°C para posterior quantificacdo protéica. Para tal realizou-se
a determinagdo da concentragcdo de proteinas virais pelo método de
quantificacdo por B.C.A. (Smith, 1985).

Com as fragdes obtidas apds a purificagao, foi realizada a titulacéo pela
técnica de hemaglutinagcdo (H.A.) em microplacas com fundo em U. Todas as
cavidades foram preenchidas com 50 uL de diluente tampéao fosfato - PBS. Na
primeira cavidade de cada fileira foram adicionados 50 ul das fracoes,
homogeneizados e diluidos na base 2 até a 112 cavidade, sendo desprezada a
ultima diluicdo. Na sequéncia, em todas as cavidades foram adicionados 50 pl
de hemacias de suino a 1% (diluidas em PBS e albumina sérica bovina a
0,01%). A placa foi mantida em camara umida a 4°C por um periodo de 3

horas. (Carmichael et al., 1981)
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3.4. Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) para o CPV-2

Cinco aliquotas selecionadas durante os repiques e duas amostras
obtidas apds a purificagcdo, assim como o controle de células, foram
submetidas a extracdo de DNA com reagente DNAzol® (Invitrogen®), seguindo
as recomendagdes do fabricante. A técnica de PCR foi utilizada como descrita
por Pereira e colaboradores (2000). Foram utilizados dois oligonucleotideos
iniciadores (primers) (Tabela 1) capazes de amplificar fragmentos de 681 pares
de bases (bp) (posicao 3025-3685), do gene que codifica a regido estrutural
VP1 e VP2 do CPV-2.

QUADRO 1 — Sequéncia de primers utilizados para amplificar 681bp do CPV-2

Primers Sequéncia (5'-3")
P2 S GAAGAGTGGTTGTAAATAATA
P2 AS CTATATCACCAAAGTTAGTAG

A reacdo foi realizada para um volume final de 25 uL contendo 0.5
unidade de Tth DNA Polimerase (Biotools®), tampdo de PCR 10X, contendo 75
mM de Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KCI, 2mM de MgCI2 e 20mM (NH4)2SO4
(Biotools®). Completaram os componentes da reagao 10 pmoles de cada primer,
0,2mM de deoxinucleotideos (ANTPs) (Invitrogen®) e 4gua ultrapura autoclavada
(MiIIiQ®) g.s.p.. Foram utilizados 5,0 uL de DNA extraido para a reagcédo de PCR.
A amplificacdo foi realizada em termociclador automatico (Mastercycler
Eppendorf®) e consistiu em uma etapa inicial a 94° por cinco min, 34 ciclos
repetidos de 94°C por 30 segundos, seguido de 55°C por dois min e 72°C
também por dois min. Um ciclo final de 72°C por cinco min foi utilizado para a

extensao final.



17
Material e métodos

Os produtos obtidos na amplificacao foram analisados em gel de agarose
a 1,5%, com brometo de etidio (0,5ug/mL). E em seguida examinados
comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (GE Healthcare®), com
auxilio de transiluminador UV. As imagens foram visualizadas sob luz ultraviolota

e em seguida realizado foto documentagéo.

3.5.Inoculagdo em camundongos (Mus musculus)

Quatro camundongos da linhagem High Responder de Biozzi selegao
IV-A foram inoculados por via intraperitoneal com 200 ug de proteina viral
obtida ap6s a purificacdo, sendo que para uma melhor imunizacdo foi
preparada uma emulsdo com adjuvante completo de Freund (v/v) (Invitrogen®).
Apés um periodo de 15 dias uma nova inoculagdo foi realizada por via
subcuténea (SC) com metade da concentragao inicial, e na terceira semana tal
procedimento foi repetido. Na quarta semana inoculou-se um quarto da dose
inicial, ou seja, 50 ug por camundongo no total. A partir da segunda inoculagao
a emulsao foi preparada com o adjuvante incompleto de Freund. No 30° dia os
animais foram anestesiados com acepromazina e quetamina, nas doses de 1
mg/kg e 75 mg/kg respectivamente, para retirada do bago, e em seguida foram
eutanasiados com inoculagado intra-cardiaca de pentobarbital, segundo
orientacdo do Comité de ética da FMVZ-UNESP - Botucatu. Do material
removido foi retirado um fragmento para extracdo de RNA, sendo o restante
armazenado & -70°C em Trizol reagent (Invitrogen®).

Com o objetivo de se conhecer a resposta do animal a imunizagéo foi
procedida a titulagdo de anticorpos anti-CPV pelo teste de inibicdo da
hemaglutinacdo. Apds a eutanasia, foi colhido um mL de sangue sem
anticoagulante, e apdés um periodo de inativagcdo por uma hora a 37°C o
material foi centrifugado a 400g por 5 min. A técnica foi realizada em
microplaca com fundo em U, sendo os pogos preenchidos com 25 uL de PBS.
No primeiro pogo foram adicionados 25 uL de soro, e apds homogeneizacgao foi
realizada diluicdo seriada na base 2 até a 102 cavidade. Na 112 fileira foi
realizado um controle de hemaglutinagdo, e na 122 controle de sedimentacao

da hemacia. Em seguida, foram adicionados 25 yL de amostra de virus padréo
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com 4 unidades hemaglutinantes em todas as cavidades, exceto no controle de
hemacias. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante uma hora.
Apos este periodo 50 pyL de hemacias de suino a 1% foram adicionados em
todas as cavidades e a placa foi entdo incubada a 4°C por 3 horas. Por ultimo
foi realizado a leitura visual da ocorréncia ou ndo da inibicdo da

hemaglutinagcao (Pollock, 1982).

3.6. Amplificacao e ligagao das cadeias leve e pesada (VH e VL)

3.6.1. Extracdo de RNA total e transcricédo reversa (produgéo de cDNA)

Com os fragmentos de baco, de cada animal, obtidos foi realizada
extracdo com Trizol reagent (Invitrogen®) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Ao final as amostras foram ressuspendidas em 100uL de agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC-Sigma®) com 10% de inibidor de Rnase
(RNAguard 1 U/mL GE Healthcare®). Apds a suspensdo o material resultante foi
incubado a 56°C por 10 min. Em seguida as amostras foram incubadas com 1
U/ug da RQ1 RNase-Free DNase, com 1x do tampéao da reagéo, por 30 min a
37°C, em seguida foi adicionado 1 uL da RQ1 stop solution, seguido de nova

incubagdo de 10 min a 65°C (RQ1 RNase-Free DNase, Promega®).

A transcricao reversa foi feita em duas fases. Na fase de pré-transcri¢ao,
foi feito um master mix composto de: 1 uL de random primer (250 ng/uL -
Invitrogen®), cerca de 1 ng de RNA total e de agua Milli-Q® tratada com DEPC
(Sigma®) q.s.p. para 5 uL. Em seguida incubou-se o material a 70°C durante
cinco min e um resfriamento imediato em gelo. Na fase de transcri¢cao, foi
utilizado um novo master mix com volume total de 15uL por reagao, sendo este:
4 uL de ImProm Il 5x reaction buffer (Promega®), 2,4 uL (25 mM) de MgCl,, e
0,5 puL de dNTP mix 20mM (Invitrogen®), 1,0 pL ImProm Il RT(Promega®) e 6,1
uL de agua MilliQ com DEPC (Sigma®). Uma segunda incubag&o foi realizada a
25°C durante cinco min, 42°C durante 60 min, 70°C durante 15 min. Todos os

ciclos foram realizados em termociclador automatico (Mastercycler Eppendorf ©).
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3.6.2. Amplificacdo da cadeia leve (VL) e pesada (VH) da regido

variavel dos anticorpos pela técnica de PCR

A amplificagdo dos fragmentos da cadeia leve e pesada foi realizada
com primers descritos por Krebber e colaboradores (1997). A descrigdo destes
encontra-se no Anexo 1. Para realizarmos a reagao os primers foram diluidos
para uma concentragdao de 100 pmol/uL (solugao mae), e em seguida foi feita a
mistura dos primers, segundo descrito pelo autor, para uma concentragéo final
de 20 pmol/uL (solu¢do de uso). Para facilitar a compreens&o, consideramos o
pool de primers VH reverse como sendo o primer VVH reverse, o pool de primers
VH forward como o primer VH forward, a mesma consideragédo deve ser feita
com os primers da cadeia leve (VL).

As reagdes de PCR para VL e VH, foram realizadas utilizando-se uma
solucdo de reagentes “pronta para uso” (GoTaq® Green Master Mix, Promega®)
contendo o tampao de reagdo, os DNTPS, MgCl, e a enzima Taq DNA
Polimerase, sendo preparadas para um volume final de 100 uL. A esta solu¢ao
foi adicionado, 200 pmol de cada primer e 20 uL de cDNA e agua ultrapura
autoclavada (MiIIiQ®) g.s.p.. A amplificagao foi realizada em termociclador
automatico (Mastercycler Eppendorf®), de acordo com o trabalho de Deng e
colaboradores (2003), com pequenas alteracbes e consistiu em uma etapa
inicial a 92°C por cinco min, sete ciclos repetidos de 92°C por um minuto,
seguido de 63°C por 30 segundos, 58°C por 50 segundos e 72°C por um
minuto. Uma segunda ciclagem foi realizada da seguinte forma: 23 ciclos de
92°C por 30 segundos, 63 °C por 30 segundos e 72 °C por um minuto. Um ciclo
final de 72°C por cinco min foi utilizado para a extensao final. Os produtos
obtidos na amplificagdo foram analisados em gel de agarose a 1,5%, corado
com brometo de etidio conforme descrito anteriormente no item 3.3.

Os fragmentos amplificados foram purificados por meio de filtragdo em
coluna utilizando kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®)
segundo as recomendagdes do fabricante. Em seguida quantificados de
maneira comparativa, apos nova corrida em gel de agarose, sendo realizada

com base no padrdo de quantidade de DNA (DNA Mass ladder Invitrogen®).
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3.6.3. Reacdo de juncado dos fragmentos da cadeia leve e pesada —

“SOE (splicing by overlap extension) - PCR”

A reacao de “SOE” - PCR foi realizada com o intuito de unificar os
fragmentos da cadeia leve (VL) e pesada (VH) previamente amplificados e
formar entdo um fragmento unico, ou scFv. Para tal foi adicionado a 30 ng de
cada fragmento da VL e da VH, 2,5 unidades de Platinum taqg DNA polimerase
(Invitrogen®), tamp3ao de PCR 10x contendo 200 mM de Tris-HCI (pH 8,4) e 500
mM KCI (Invitrogen®) e 2,0 mM de MgCl, (Invitrogen®) e agua ultrapura
autoclavada (MilliQ®) q.s.p. para 100 pL. Desta forma a reacéo foi levada ao
termociclador automatico (Mastercycler Eppendorf®), onde se realizou os
ciclos: 95°C por cinco min seguido de cinco ciclos de 95°C por um min, 63°C
por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por trés min. Foi realizada
entdo uma pausa na reacdo para a adicdo de 20 pmoles dos primers Sc back
(TTA CTC gCg gCC CAg CCg gCC ATg gCg gAC TAC AAA g) e Sc forward
(ggA ATT Cgg CCC CCg Ag).

Apds a adigdo dos primers externos, foram realizados os seguintes
ciclos: 95°C por cinco min, seguido de cinco ciclos de 95°C por um minuto,
63°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por trés min, e mais 35
ciclos de 95°C por cinco, 95°C por um minuto, 55°C por um minuto e 72°C por
trés min, sendo entdo observado uma extensao final de 72°C por sete min.
Para se obter uma maior concentragao de produto, um total de oito reacdes
foram feitas sendo em seguida precipitadas com etanol absoluto sendo todas
ressuspendidas em 50 plL de &gua ultrapura autoclavada (MilliQ®). Apos
verificagdo da banda especifica em gel de agarose, o produto foi purificado kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®)
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3.7.Preparacgao e clonagem do fragmento scFv

3.7.1. Digestdo com a enzima de restrigdo Sfi |

Em seguida a purificagéo, que teve como objetivo eliminar o excesso de
primers e sais da reagao anterior, uma digestao do scFv foi realizada com o
uso da enzima de restricdo Sfi . Todas as reagdes de digestdo com a enzima
foram realizadas neste trabalho de acordo com as recomendacbdes do
fabricante. Tendo sido observada a quantidade de DNA (fagomideo e produto
de PCR) a ser digerida, para 1 ug de material, uma unidade da enzima era
adicionada ao tampao NE 1x (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,,
1mM DTT, pH 7,9), juntamente com BSA 100x e agua ultrapura autoclavada
(MilliQ®) g.s.p.. O volume da reacéo era ajustado de acordo com a quantidade
de amostra a ser digerida. Depois de montada a reacdo era levada ao

termociclador por uma hora a 50°C.

3.7.2. Amplificacéo e digestao do fagomideo pAK 100

O fagomideo utilizado neste experimento (pAK 100) foi recebido’

liofilizado e esta representado esquematicamente na figura 2.

1-Gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Plickthun da Universidade de Zurique.
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FIGURA 2. Esquema do fagomideo pAK 100.

O material recebido foi ressuspendido em 100yl de agua ultrapura
autoclavada (MilliQ®) armazenado em freezer a -20°C, até o momento de uso.
Para realizar a amplificacdo do fagomideo utilizou-se bactéria XL-10 Gold®
ultracompetent (Stratagene®), apés a realizacgdo de um protocolo de
preparagao e congelamento de células competentes, sendo estas inicialmente
cultivadas em meio SOB [Triptona 2% (Oxoid®), extrato de levedura 0,5%
(Ox0id®), NaCl 1M (Sigma®), KCl 1M (Sigma®)], a 37°C por 16 horas, sob
agitacdo. Em seguida, foi observada a D.O. (densidade otica) em
espectrofotdmetro (Ultrospec 2000, GE Healthcare®) até atingir valor entre 0,5
e 0,6, na leitura 600 nm. Neste indice, foi adicionado a cultura 1 mL de MgCl,
(1M), gelado e mantido um repouso de 15 min. Uma centrifugac&o a 3600g, a
4°C por 12 min foi realizada, o sobrenadante descartado e foi adicionado a
solugdo RF1 pH 5,8 (KCI 1M; MnCl, 4xH,O; KAC 0,5M pH 6,9; CaCl, 2xH,0
1M e glicerol 15%-p/v), sendo o sedimento ressuspendido nesta. Uma nova
centrifugagcdo com as mesmas condi¢des foi repetida e o sedimento foi
novamente ressuspenso, desta vez com a solugédo RF2 (Na-MOPS 0,5M pH 7,

KCI 1M; CaCl, 2xH,O 1M; glicerol), e em seguida o material foi aliquotado
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(cerca de 50 pL) em microtubos. Estes foram congelados por imersdo em
nitrogénio liquido, e armazenados a -70°C.

Em seguida, foi realizada a transformagcdo com pAK 100. As bactérias
foram descongeladas em gelo, sem agitagéo, e foi adicionado 0,5 ug de pAK
100. Apdés um repouso de 25 min em gelo, o material foi submetido a um
choque de temperatura (37°C por cinco min em banho-maria) e novamente
mantido em gelo por dois min. Adicionou-se 50ul do meio LB (Luria-Bertani:
triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) e novamente levado a um
banho-maria 37°C. Em seguida o material foi plaqueado em placas com o meio
2-YT (Triptona 1,6%, extrato de levedura 1% e NaCl 0,5%) com cloranfenicol
(25pg/mL) e tetraciclina (10pg/mL). Apos um periodo de 12 horas em estufa a
37°C, foi observado o crescimento pontual de algumas col6nias bacterianas,
que indicou uma insergdo na XL-10 Gold®. Apds a minipreparagdo do
plasmideo por lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001), foi realizada a digestao

com a Sfi | para averiguar a integridade do fagomideo.

3.7.3. Ligagao do scFv ao pAK 100

Em seguida a digestdo e purificagdo do fagomideo e fragmento scFv
digeridos, foi feita a ligacdo destes com a enzima T4 DNA ligase (Promega®).
Para realizar a ligagado foi adotada uma propor¢cao de 1:3 na relagcdo molar
vetor/inserto. A concentracdo utilizada de cada um foi calculada por uma

férmula recomendada pelo fabricante:

ng de vetor x tamanho do inserto (kb) x relagédo molar de inserto = ng de inserto
tamanho do inserto vetor

Com as quantidades adequadas a reacéao foi acrescido além do produto
scFv e do fagomideo (vetor), tamp&o 1x contendo 300mM de Tris-HCI pH 7,8,
100mM de MgCl,, 100mM de DTT, e 10 mM de ATP, além de uma unidade de
DNA ligase e agua ultrapura autoclavada (MilliQ®) g.s.p.. A reacéo foi mantida

em temperatura ambiente durante trés horas.
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3.7.4. Transformacéao da E.coli XL-1 blue (eletroporacao)

A proxima etapa foi realizar a eletroporagdo, com a cepa E.coli XL-1

Blue (Stratagene®)’ sendo que antes realizou-se a preparacdo de
eletrocompeténcia.
Apds semeadura em placa foi selecionada uma colonia isolada da bactéria,
com alga de platina estéril e transferida para um tubo de vidro estéril contendo
1mL de meio SOB (sem Magnésio) e entado cultivada a 37°C, sob agitagao a
180 rpm/16 horas. Um volume de 2,5 mL desta pré-cultura foram inoculados
em erlenmeyer contendo 250 mL de meio SOB, e incubados a 37°C com
agitacdo moderada (200rpm) até atingir uma densidade optica de 0,75, na
leitura 550. A suspensao celular foi coletada em tubo de polipropileno estéril e
resfriada por 30 min em gelo. O material foi entdo centrifugado a 4000g por 12-
15 min a 4°C, sendo em seguida o sobrenadante cuidadosamente descartado.
As bactérias foram ressuspendidas em volume igual ao original (250mL) de
agua ultrapura autoclavada (MilliQ®) gelada (50 mL por frasco) e novamente
centrifugadas (4000g/12-15 min a 4°C). Apos o descarte do sobrenadante o
sedimento foi ressuspendido em 250 mL de glicerol a 10% gelado e
centrifugado com as condi¢gbes citadas. Descartou-se cuidadosamente o
sobrenadante e ressuspendeu-se as bactérias com o excesso de liquido que
restou no tubo. Aliquotas de 90 uL foram distribuidas por microtubo e postas
imediatamente em gelo seco, para estocagem a -80°C.

A eletroporac&o foi procedida no Laboratério de Fitopatologia®. Em 80 L
da célula eletrocompetente (E.coli XL-1 blue) adicionou-se de 1 a 2 pL da
ligacdo, o material foi transferido para uma cubeta de eletroporagédo 0,1 (BTX
Harvard Apparatus®) e esta levada ao eletroporador Multipulser (1 pulso com
voltagem de 1,8 Kv Biorad®); durante todo procedimento o material foi
armazenado em banho de gelo. Ao material eletroporado, foram acrescidos

500 ul de meio SOB e levado ao agitador a 37°C, por 60 min.

1- Gentilmente cedida pela Dra. Débora Colombi, Depto de Genética, Instituto de
Biociéncias UNESP, Botucatu.

2- Departamento da Defesa Fitossanitaria FCA/UNESP/Botucatu, com o auxilio da Prof.
Dra. Renate Krause
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Posteriormente, todo o volume de bactérias eletroporadas foi plaqueado
em placas de 530 cm? com meio sélido ndo indutor ou “NE” [Non expression
medium que contém o meio 2YT, triptona 1,6% (Oxoid®), extrato de levedura
1% (Ox0id®), NaCl 0,5% (Sigma®), agar bacteriolégico 1% (Oxoid®), 1% de
glucose e 25 ug/mL de cloranfenicol] e deixadas a temperatura ambiente por
um periodo de 48-72 horas. Apos esse periodo, observado o crescimento, as
colonias foram contadas e raspadas com alga de Drigalski para um tubo tipo
Falcon de 10 mL, sendo acrescidas de 5 mL de 2YT e 10% de glicerol

autoclavado para armazenagem em freezer -80°C.

3.8. Expressao e selegao dos fagomideos
3.8.1. Expressao dos fagomideos

A expressdao dos fagomideos em bacteriéfagos carreando a porgao
single chain fraction variable ou scFv compreendeu uma indu¢gdo com isopropil
— B — D - thiogalactopiranosideo (IPTG - Fermentas®), associando-se a uma
“co-infeccdo” com o fago auxiliar ou Phage helper M13k07 (GE Health care®).

Da cultura previamente armazenada retirou-se 100 pl que foram
homogeneizados com 25 mL do meio N.E., e levados a estufa 37°C sob
agitagdo (220rpm) até atingir uma D.O. entre 0,5 e 1 (600nm). Adicionou-se
entdo 10" UFP (unidades formadoras de placa) do Phage helper, 37,5 pl de
IPTG 1M (concentracao final de 0,5 mM) e 50 mL do meio N.E., sendo
novamente colocada em estufa, desta vez a 26°C, sob agitacdo. Duas horas
apds o inicio da indugdo acrescentou-se Kanamicina (Invitrogen®) para atingir
uma concentracéo final de 30 ug/mL. Com isso a cultura foi novamente deixada
a 26°C, sob a mesma velocidade de agitagcao por 16 horas.

Posteriormente o material foi dividido em tubos de polipropileno (tipo
Falcon) e centrifugado a 4000g, por 10 min a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi separado (cerca de 70 mL) e entdo precipitado com 20mL de
uma solugdo de PEG-NaCl 5x (20% Polietilenoglicol 8000 p/v, NaCl 2,5M). A
mistura foi entdo deixada por 30 min em gelo e centrifugada a 10000g, por 40
min a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em

30 mL de tampao PBS, onde também se adicionou 5,5 mL da solu¢ao de PEG-
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NaCl. Apos um periodo de 20 min em gelo, 2 mL de PBS com 10% de glicerol

foram utilizados para ressuspender o material.

3.8.2. Selecao dos fagos expressando o scFv anti-CPV-2 (biopanning)

A selecao dos fagomideos foi realizada em microplacas rigidas de fundo
plano do tipo Maxisorp (Nunc®). Uma linha (12 pogos) foi sensibilizada com 200
pML do CPV-2 purificado, diluido a 5 pg/mL em tampé&o carbonato-bicarbonato
(T.C.B. 0,05mol/L pH 9,6), em camara umida, por 16 horas a 4°C. O bloqueio
foi realizado com leite em pé desnatado (L.P.D.) 10% em tamp&o carbonato-
bicarbonato, durante duas horas a 37°C. Cinco procedimentos de lavagens
foram realizados com PBS-tween, 300 yL/pogo (PBS + 0,05% de Tween 20 -
PBST), seguido de outras cinco lavagens com PBS para remover o excesso de
detergente.

O proximo passo foi diluir os bacteriéfagos expressos em L.P.D. 2% (em
PBS) e distribuir 200 pL por pogo. A placa foi levada a estufa 37°C por uma
hora e 30 min. Apds esse periodo o sobrenadante foi removido, e foram
realizadas duas séries de 15 lavagens consecutivas, sendo a primeira série
com PBST e a segunda apenas com PBS. Para eluicdo dos bacteriéfagos
utilizou-se alteragdo de pH com uma solugdo acida de glicina-HCI (0,1M; pH
2,2). Com o objetivo de obter bacteriéfagos com maior afinidade 200 pL foram
adicionados no primeiro po¢o e imediatamente transferiu-se 195 uL para o
segundo, deste transferiu-se 190 uL para o terceiro, assim sucessivamente até
o décimo segundo pogo. A solugdo restante em cada pogo foi incubada por 10
min. Novamente um total 200 yL da solugcdo acida foi aplicado ao primeiro
poco, sendo todo o volume aspirado e passado ao segundo pogo, desta forma
sucessivamente até o décimo primeiro pogco. Com isso obteve-se de cada
processo de selec¢do dois grupos de bacteriéfagos, um teoricamente com maior
afinidade por ter ficado em maior contato com a solugéo (pogo 11) e outro um
pouco menos devido a passagem mais rapida (po¢o 12). Logo apds, as
solugcdes obtidas, foi adicionado Tris (2M) para neutralizacdo do pH sendo
entdo os bacteriéfagos utilizados para reinfecgdo em E.coli XL-1 blue em fase
de crescimento (D.O. entre 0,5 e 1 em leitura de 600 nm). Trés selegdes (P-1,

P-2 e P-3) foram realizadas (figura 3), sendo que antes da realizagdo do
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segundo processo um Phage-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

foi realizado, como citado no item 3.9..
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FIGURA 3. Esquema de panning realizado.

3.8.3. Titulagdo dos fagos expressando o scFv anti-CPV-2
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A titulagdo dos bacteridfagos foi realizada por plagueamento de varias

diluigdes (10" até 10'?) em meio N.E. apds a reinfecgdo na XL-1 blue, sendo

esta definida pela contagem de colénias e corregbes de acordo com a diluicdo

realizada.
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3.9. Padronizagao do Phage-ELISA (bacteriofago como anticorpo primario).
3.9.1. Teste inicial

Inicialmente para a padronizacdo do Phage-ELISA foi utilizada uma
microplaca rigida e de fundo plano MAXISORP (NUNC®) sensibilizada com o
S5ug/uL (100 pl/pogo) do parvovirus previamente purificado em Tampéao
Carbonato-Bicarbonato (TCB), e também com a célula CRFK na diluicdo de
1/10 durante 16 horas a 4 °C em camara umida. Posteriormente, a microplaca
foi lavada cinco vezes (EIx50™ — BIO-TEK) com PBS pH 7,4 adicionado de
0,05% de Tween 20 (PBST).

A solucao de bloqueio foi preparada com 10% de leite em p6 desnatado
(LPD) em TCB e utilizada no volume de 200 pulL/cavidade. A incubag¢ao durou
uma hora a 37 °C em camara umida. Novamente, com o término da incubacgao,
a microplaca foi lavada da mesma forma citada acima.

Em seguida, adicionaram-se a placa trés grupos de bacteridfagos
expressos: um de fagos antes de realizar panning (P-0), e dois grupos obtidos
apos o segundo processo de selegao (P-2). Os bacteriéfagos foram diluidos
em PBS, nas diluicées de 1/5, 1/50, 1/500, 1/5000, 1/50000 e transferidos para
a microplaca no volume de 100 uL/pogo. Nesta etapa realizou-se um teste dos
mesmos fagos e diluicbes em pocos nao sensibilizados, além dos controles de
pocos sem conjugado e o branco. Apdés um periodo de uma hora a 37°C em
camara umida foi realizado o procedimento de lavagem como descrito acima.
Em seguida, utilizou-se um conjugado monoclonal HRP/anti-M13 (GE
Healthcare®) conjugado com peroxidase que foi preparado na diluigdo 1:3000
em PBST com 2% LPD, no volume de 100 plL/cavidade. A microplaca foi
mantida a 37 °C durante uma hora em camara umida e ao final desse periodo
foi lavada cinco vezes com PBST. Em seguida, 2,5 uL do substrato enzimatico
peroxido de hidrogénio (H202) a 30% e 100 uL do cromoégeno
tetrametilbenzidina (TMB) a 10 mg/mL em dimetil sulféxido (DMSO) foram
diluidos em 10 mL do Tampao Citrato/Acetato 0,01 mol/L pH 6,0 e passados

para a microplaca no volume de 100 ulL/poco. A incubagao durou 15 min em
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temperatura ambiente (TA), sob agitagdo constante. A reacéo colorimétrica foi
bloqueada com a solugdo de HCI 2 mol/L (50 ulL/cavidade). A leitura foi
realizada em um comprimento de onda de 450 nm (Multiskan EX -

Labsystems®).
3.9.2. Teste do bloqueio e da microplaca

Dois grupos (A e D), com as diluigdes 10* e 10", em solugdo de soro
albumina bovina (BSA) 0,5% em PBST, foram testados em microplacas
distintas (Maxisorp e Medisorp, Nunc®). Este ELISA envolveu também testes
com trés solugdes de bloqueio: LPD a 2,5%, 5% e 10%, BSA a 0,5%, 1% e 2%
e também gelatina incolor a 0,5%, 1% e 2%, todas com volume de 200 uL por
poco. Todas as solugdes foram também testadas com dois diluentes: tampao
fosfato (PBS) e tampao carbonato-bicarbonato (TCB pH 9,0). Nesta fase as
placas nao foram sensibilizadas e o restante da reagao foi realizado de maneira

padrao.
3.9.3. Teste dos grupos de fagos do terceiro panning

Com um resultado mais adequado com relacdo a microplaca e a solugao
de bloqueio a serem utilizados, buscou-se entdo qual dos grupos de
bacteriéfagos teria maior afinidade pelo CPV-2. A microplaca Medisorp foi
sensibilizada com 1ug/mL do virus purificado e bloqueada com a solugédo de
BSA a 0,5% em PBS por uma hora a 37°C. Os fagos dos quatro grupos (P-3A,
P-3B, P-3C e P-3D), foram diluidos em solugédo de BSA 0,5% em PBST, nas
concentragdes de 107, 10° 10° 10% 103% e distribuidos na placa que foi
mantida em estufa a 37°C por uma hora. Em todas as outras etapas do teste se

adotou o que foi citado no primeiro item (3.9.1).
3.9.4. Teste da concentragao de CPV e diluente do mesmo

A partir da escolha do grupo de fagos, testou-se a afinidade deste

alterando a concentragdo de virus, sendo testadas com 1, 2 e 4 ug/mL, diluido
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em PBS e também TCB, com as concentracdes de 10° 10%, 10" e 10°
fagos/mL do grupo P-3C. O restante da reagcdo obedeceu ao padrao pré-
definido.

3.10. Selegao ou screening e avaliagao de clones
3.10.1. Selec¢ao dos clones por Phage-ELISA

Com a microplaca Medisorp (NUNC®) sensibilizada com 4 pg/mL do
CPV-2 em cémara umida, a 4°C, durante 16 horas, adicionamos 92
bacteriéfagos, previamente expressos, provenientes do grupo P-3C, diluidos
1/100 em BSA 0,5% em PBST. O bloqueio da reagao foi realizado com BSA na
concentragcédo de 1% diluido em PBS durante 1 hora e meia. Para o restante da
reacao foram obedecidos os padrbes acima citados.

Apds serem escolhidos 10 fagos com maior afinidade, estes foram
titulados por plagueamento e expressos. Uma nova reacgao foi realizada com a
concentragdo de 10° fagos/mL diluidos em BSA 0,5% em PBST. A reagdo de
Phage-ELISA foi realizada, também com o objetivo de comparar a capacidade
de ligagao destes fagos com a célula CRFK, utilizada para o desenvolvimento
do CPV-2. Desta forma a microplaca foi sensibilizada com o CPV-2 a 4 ug/mL e
também com a CRFK (310 pug/mL) diluidos em PBS, tendo a reagéo seguido o

padrao ja mencionado.
3.10.2. Avaliacao dos clones selecionados por Phage-ELISA

Para a avaliacdo o inserto dos clones selecionados foi realizado um
PCR com um par de primers (pAK 100 f: AgA TAA CgA ggg CAA ATC AT e
pAK 100 r: CTA CAg gTC TTC TCA gA) que se anelam em regiao adjacente ao
local de insercédo do fragmento scFv. Estes foram desenhados de acordo com a
sequéncia do pAK 100 fornecida pelo Doutor Pluckthun. Este PCR foi também
realizado com a solugéo de reagentes “pronta para uso” (GoTaq® Green Master

Mix, Promega®) sendo adicionado 200 pmol de cada Primer e 4gua ultrapura
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autoclavada (MilliQ®) g.s.p., sendo as coldnias aplicadas diretamente no master
mix. A amplificagdo foi realizada em termociclador automatico (Mastercycler
Eppendorf®) e consistiu em uma etapa inicial a 95°C por dez min, 34 ciclos
repetidos de 95°C por um min, seguido de 58°C por um min e 72°C por dois
min, com um ciclo final de 72°C por cinco min. Os produtos foram visualizados
em gel de agarose 1,5% com brometo de etidio (0,5ug/mL) sendo observados

em transiluminador UV.
3.10.3. Selegao dos clones por PCR

Com o resultado observado na amplificagdo das colénias dos clones
selecionados, uma nova selecdo foi feita desta vez com a técnica de PCR
acima descrita. Partindo do mesmo grupo selecionado pelo Phage-ELISA (P-
3C) cinquenta colénias foram escolhidas aleatoriamente e diretamente
aplicadas no master mix.

Para averiguar o inserto amplificado realizou-se uma reacédo de
sequenciamento com os produtos que apresentaram banda especifica. Estes
foram purificados empregando-se o kit comercial GFX PCR DNA and gel band
(GE Healthcare ©). As reagdes foram realizadas em termociclador, de acordo
com as instrugbes do Kit DYEnamicET Dye Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences®), utilizando 2,5pmol do primers sense indicado no
quadro 3. As reagdes de sequenciamento foram levadas entdo ao
sequenciador ABI 377 (Applied Biosystems®), sendo em seguida analisadas, e
traduzidas com as trés fases de leitura possiveis, submetidas ao BLASTp e

comparadas com as sequéncias depositadas nos bancos de dados.
3.10.4. Phage-ELISA com os clones selecionados

Os clones 2 e 32 foram entdo expressos e titulados como citado nos
itens 3.8.1 e 3.8.3.. Uma Phage-ELISA foi realizado com a microplaca Medisorp
(Nunc®) sensibilizada com 4ug/mL do CPV-2 purificado, CPV-2 em cultivo
celular (CPV-2+CRFK), e apenas a CRFK. O restante da reagdo seguiu o

padrao pré-definido.
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4. Resultados

4.1. Cultivo viral e titulagao do Parvovirus canino-2 (CPV-2)

Ao final do processo de cultivo viral, obteve-se cerca de 400 mL de
material que foi utilizado para purificacdo. A titulagao realizada forneceu um
resultado de DICTs = 10%%"/mL.

4.2.Purificagdo do Parvovirus canino-2

O processo de purificagao viral realizado nos forneceu fragbes do CPV-2
purificado que foram selecionadas apds pico na espectrofotometria a leitura
nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, conforme evidenciado nas figuras 4
e 5. As fragbes foram agrupadas em 4 sendo as concentragdes de proteinas
ap6s dosagem pelo método de BCA: 418, 232, 189 e 151ug/mL. A primeira
fracao foi utilizada em todas as etapas de inoculagéao viral. As fracbes quando
tituladas por hemaglutinagdo obtiveram um titulo de: 10240, 5120, 2560 e 160

4

respectivamente.

Manual run 1:1_UV1_280nm Manual run 1:1_Fractions Manual run 1:1_Logbook

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 ml

FIGURA 4. Grafico da leitura a 280 nm das fragdes do CPV-2 purificado.
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Manual run 1:1_UV2_254nm

Manual run 1:1_Fractions Manual run 1:1_Logbook
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FIGURA 5. Grafico da leitura a 260 nm das fragbes do CPV-2 purificado.
4.3.Reacédo em cadeia da Polimerase (PCR) para o CPV-2

Um total de sete aliquotas obtidas no processo de cultivo viral e apés a

purificacdo foram positivas na reagdao de amplificacdo do CPV-2, como
evidenciado na figura 6.

FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. A seta indica o resultado do

PCR (681 bp) para o CPV-2. O marcador de tamanho molecular utilizado
(coluna 1) foi o de 1kb (Promega®).
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4.4.Inoculacdo em camundongos (Mus musculus)

Apds a inoculacéao realizou-se o a titulacdo dos anticorpos anti-CPV pelo
teste de inibigdo da hemaglutinagdo. Todos os animais testados apresentaram

0 mesmo titulo de 4096.

4.5. Amplificacdo da cadeia leve (VL) e pesada (VH) da regido variavel dos

anticorpos pela técnica de PCR

A PCR das cadeias leve e pesada amplificou fragmentos de

aproximadamente 370 a 400bp como observado na figura 7.

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

FIGURA 7 — Reagdo de amplificagdo das cadeias leve (VL) e pesada (VH)
em gel de agarose a 1,5%. Coluna 1: marcador de tamanho molecular de
100 bp (GE Healthcare®). As colunas 2 e 3 indicam a amplificacdo da cadeia

leve, enquanto a 4 e 5 da cadeia pesada da regiao variavel (seta).
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4.6. Reacao de jungao dos fragmentos da cadeia leve e pesada — “SOE

(splicing by overlap extension) — PCR

Em seguida a amplificagdo das cadeias leve e pesada foi feita a reacéo
de SOE-PCR, para a obtencéo do fragmento scFv de aproximadamente 750bp.
Na figura 8 se observa a reagdo de SOE-PCR e na figura 9 a reacdo apoés

purificagao.

| - - I
soobp i AR SRR
600 bp &~ i

—

FIGURA 8. Reacgdes de “SOE-PCR” observadas em gel de agarose 1,5%. Na
coluna 1 se observa o marcador de tamanho molecular de 100bp (GE

Healthcare®). As colunas 2, 3, 4 e 5 sao duplicatas das reacdes realizadas.

FIGURA 9. Reacgdes de “SOE-PCR” ap6s purificagdo. A coluna 1, 2 e 3 séao
referentes as reacdes purificadas. Na coluna 4 se observa o DNA Mass ladder

(Invitrogen®)
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4.7.Preparacao e clonagem do fragmento scFv

4.7.1. Amplificacéo e digestdo do fagomideo pAK 100

A digestao do fagomideo pAK 100 originou dois fragmentos distintos de

aproximadamente 4200 bp e 2000 bp, como observado na Figura 10.

4200 bp

«———2000 bp

FIGURA 10. Gel de agarose a 1% com o fagomideo pAK 100 digerido. A seta
indica o fragmento de 4200bp, que foi recortado para posterior ligagdo. O

marcador de tamanho molecular utilizado é de 1 kb (Promega®)
4.7.2. Transformagao da E.coli XL-1 blue (eletroporagao)

O processo de eletroporacdao da E.coli XL-1 blue teve um rendimento
total de 350 colbnias, sendo que estas foram observadas apés um periodo de

crescimento de 48-72 horas.

4.8. Expressao e selegcao dos fagomideos

4.8.1. Titulagdo dos fagos expressando o scFv anti-CPV-2

A selecao realizada permitiu a obtenc&o de quatro diferentes grupos de
fagos expressando o fragmento scFv. A titulacdo destes esta demonstrada na

tabela 1.
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TABELA 1. Titulagdo dos grupos de fagos.
Grupos de fagos Titulacéo
P- 3A 4x10™ fagos/mL
P- 3B 16x10* fagos/mL
P-3C 4,4x10* fagos/mL
P- 3D 8x10*° fagos/mL

4.9.Padronizagao do Phage-ELISA (bacteriéfago como anticorpo primario)
4.9.1. Teste inicial

O primeiro Phage—ELISA realizado obteve os resultados visualizados na

figura 11.
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FIGURA 11. Grafico do primeiro Phage—ELISA realizado. O grafico da
esquerda é relativo a sensibilizagdo da microplaca com CPV-2, e o da direita
com a célula CRFK. Nesta reacao utilizou-se diluigdo seriada na base 10 (1/5 a
1/50000) dos fagos P-0 (sem panning) e os fagos originados do primeiro
panning P-1A e P-1B. A presenca de ruido (placa sem sensibilizacdo) é
destacada nas diluigdes de 1/5 no grafico da esquerda, e 1/50 no grafico da

direita.
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4.9.2. Teste do bloqueio e da microplaca

O teste realizado com as microplacas Maxisorp e Medisorp (Nunc®) sem
sensibilizagdo evidenciou uma melhor reagdo (menor D.O.) quando utilizada a
placa Medisorp. Dentre as solugdes de bloqueio testadas, a solugao de BSA a
0,5%, 1% e 2% foram as que melhor bloquearam as placas, sendo também
mais eficientes quando diluidas em PBS. Assim foi adotado entdo o uso da

placa Medisorp e da solugao de bloqueio BSA a 0,5% em todas as etapas.
4.9.3. Teste dos grupos de fagos do terceiro panning

O Phage—ELISA para o teste dos grupos P-3A, P3B, P-3C e P-3D

oriundos do terceiro panning esta representado no grafico da figura 12.
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FIGURA 12: Grafico relativo ao Phage—ELISA realizado para determinagao do
grupo com maior afinidade. A microplaca foi sensibilizada com 1 ug/mL de

CPV-2 purificado, utilizando-se diferentes concentragdes dos grupos de fagos.
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4.9.4. Teste daconcentracdo de CPV e diluente do mesmo

Neste Phage—ELISA observou-se que o CPV-2 quando diluido em PBS
apresentou maior D.O. em relacdo a diluicdo em TCB, nao importando a
concentracdo de bacteriofago (P-3C). O resultado deste teste também
evidenciou a eficiéncia da reacdo de bloqueio, observada com relagao aos
valores obtidos quando a placa nao foi sensibilizada (ruido). A Figura 13 é

referente a parte dessa reacdo com a diluicdo do CPV-2 em PBS.
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FIGURA 13: Grafico da reagao de Phage-ELISA. Trés diferentes concentragdes
de CPV-2, diluidas em PBS, foram testadas, assim como diferentes
concentragdes (10°, 108, 107, 10°) do grupo P-3C.
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4.10. Selecao ou screening e avaliagao dos clones

4.10.1. Selegao dos clones por Phage-ELISA

Na figura 14 observa-se o resultado do Phage- ELISA com os 10 clones

escolhidos apos a selegao.
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FIGURA 14. Gréfico de reagédo de Phage-ELISA dos 10 fagos selecionados, na

concentracdo de 10° fagos/mL.

4.10.2. Avaliagao dos clones selecionados por Phage-ELISA

Na avaliacdo do inserto dos clones realizada por PCR um produto de

aproximadamente 2000 bp foi observado, como observado na figura 15.
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FIGURA 15. Produtos de amplificacdo observados na PCR para avaliagao do
inserto dos clones. A seta indica um produto de aproximadamente 2000 bp,
que pode ser observado em todos os 10 clones testados. Na coluna 1 se

observa o marcador de tamanho molecular de 100bp (GE Healthcare®).
4.10.3. Selecgao dos clones por PCR
A PCR foi realizada com os primers desenhados para o pAK100, um

fragmento com inserto de tamanho esperado (aproximadamente 820 bp), em

dois dos 50 clones, como observado na figura 16.

et — o Vo ot gt oy g

T

FIGURA 16. Gel de agarose a 1,5%. As setas indicam os 2 clones amplificados
de aproximadamente 820 bp. O marcador de tamanho molecular (indicado com

setas verticais) utilizado foi o de 200bp (Promega®).
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Para verificagao do inserto amplificado, a colénia que originou o clone 32
foi submetida a uma minipreparagao e digestdo com a enzima de restricdo Sfi |,
apo6s crescimento em meio NE. Na figura 17 observa-se a digestdo com a

presenca de 2 fragmentos referentes ao pAK (4200 bp) e ao inserto 750bp.

«——————4200 bp

«— 750 bp

FIGURA 17. Digestao realizada com o clone 32. Dois fragmentos s&o
observados sendo um pertencente ao pAK 100 (4200bp) e o menor (750bp)

referente ao inserto scFv

O sequenciamento e analise da sequéncia traduzida proporcionaram a
confirmagcdo de que o produto amplificado é relativo a cadeia leve de
imunoglobulina de camundongo (Mus Musculus), quando submetido a
comparagao no Blastp. Os aminoacidos iniciais correspondem ao dominio
constante da cadeia leve tipo Kappa da sequéncia depositada no GenBank
(AAT40963). Na figura 18 pode se observar o resultado obtido quando
realizada a comparacdo de aminoacidos com auxilio do programa Mega 3.1,
com analise no formato tipo NEXUS (PAUP 3.0/ Mac clade).



43
Resultados

['Domain=Data:]
Clone 32 DIVMTQAAFS NPVTLGTSAI I3SCR3ISEILL
L L=l e e e D Doooooooon oooooooooo

Clone 32 HSNGITYIHW YLORPGOSPQ LLIYRM3NLA
BATAO963F ....... =R === SR Y (4T

Clone 32 3GVPDRF3SS G3GT
AATA0963 ........ GR ...,

FIGURA 18. Alinhamento de aminoacidos realizado com o clone 32 e a
sequéncia da cadeia leve de imunoglobulina de camundongo depositada no
GenBank.

4.10.4. Phage-ELISA com os clones

Os clones 2 e 32 testados na reagcdo de Phage-ELISA apresentaram
uma maior afinidade quando a placa foi sensibilizada apenas com o CPV-2
purificado, como visualizado na Figura 19.
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FIGURA 19. Gréfico da reacdo de Phage-ELISA com os clones 2 e 32. Duas
concentragdes diferentes de cada clone foram testadas (10° e 10°), sendo
testados com CPV-2 purificado, CPV em cultivo com a CRFK (CPV+CRFK) e

apenas com CRFK. Por ultimo, observa-se o ruido da reacéo.



44
Discussao

5. Discussao

A apresentacdo em fagos de diversos peptideos € uma metodologia em
franco desenvolvimento. As melhorias nesta tecnologia fizeram da producéo de
biomoléculas funcionais uma das principais ferramentas em busca de
alternativas terapéuticas, técnicas avangadas de diagndéstico e estudos de
interacbes de proteinas. A produgdo de fragmentos funcionais de anticorpo &
um dos destaques desta tecnologia, devido a diversidade de geracdo de
peptideos que se obtém e a possibilidade de selecdo dos anticorpos de
interesse. Para a realizagao deste projeto nés associamos os beneficios desta
técnica a uma grande dificuldade ainda existente na Medicina Veterinaria, que
€ a escassez de anticorpos especificos para os patdégenos animas.

A escolha em se trabalhar com o CPV-2 (parvovirus canino tipo 2)
ocorreu por diversos aspectos. Um deles diz respeito a capacidade mutagénica
do virus, hoje considerado um importante modelo de evolugdo viral, que é
surpreendentemente grande, sendo a substituicdo de nucleotideos similar a de
alguns virus RNA (Badget et al., 2002; Nakamura et al., 2003; Martella et al.,
2005; Pereira et al., 2007). Diversas destas mutagcbes ocasionaram importantes
mudang¢as em aminoacidos, principalmente na proteina VP-2 do capsideo viral,
e geraram as novas variaveis antigénicas 2a, 2b e 2c (Truyen, 2006; Martella et
al., 2006). O desenvolvimento de painéis de anticorpos monoclonais é
importante para a deteccdo destas mutagdes, ja que muitas ocorrem
justamente em sitios de reconhecimento de anticorpo (Yuan e Parrish, 2000).
Além disso, o uso destes painéis pode ser realizado com técnicas simples
como a inibicdo da hemaglutinagao e o teste de neutralizagdo viral. Com isso
aventamos a possibilidade de se obter um painel de anticorpos monoclonais
anti-CPV-2, a possibilidade do uso dos fragmentos de anticorpos no
desenvolvimento de técnicas de imunodiagnostico e com o uso em alternativas
terapéuticas. Neste estudo buscamos a producgao, por meio de um sistema de
Phage Display, descrito por Krebber e colaboradores (1997), de fragmentos

funcionais de anticorpo (scFv) contra o CPV-2.
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Diversos autores tém descrito 0 uso da apresentagdao de anticorpos ou
peptideos em fagos contra agentes infecciosos virais veterinarios.
Recentemente, um estudo utilizando Phage Display produziu anticorpos fita
simples (scFv) contra o virus da Febre Aftosa (Foord et al., 2007). Sapats e
colaboradores (2003; 2005; 2006) ja produziram sinteticamente fragmentos de
anticorpos contra o virus da Doenca de Gumboro, e vém conduzindo diversos
estudos com esta técnica. Em um trabalho relacionado a um importante
patdgeno de aves, o virus da Doenca de Newcastle, Ozawa e colaboradores
(2005) detectaram em uma biblioteca de peptideos expressos em fagos, trés
clones ligantes ao virus. No Brasil, Givisiez e colaboradores (2004) também
utilizaram a apresentacédo de fagos para produgédo de scFv contra o virus da
bronquite infecciosa das galinhas.

Com relacao ao CPV-2, até o presente momento nao foram publicados
trabalhos utilizando Phage display. Recentemente Nelson e colaboradores
(2007) obtiveram fragmentos Fab, por digestdo de anticorpos monoclonais com
papaina e posterior purificagdo por cromatografia em gel. Os autores
observaram diferengcas no padréo de neutralizagao entre os fragmentos Fab,
apesar de todos eles se ligarem ao mesmo local especifico no capsideo viral.
As diferencas foram relacionadas a interagdes especificas entre o Fab e o
capsideo, e ndo apenas ao fato de ocorrer a ligagdo entre os dois. Em 2000,
Yuan e Parrish expressaram e compararam dois fragmentos scFv provenientes
de dois anticorpos monoclonais (Mab8 e Mab14) contra o CPV-2 em um vetor
de expressao. Os autores observaram por ELISA e pelo teste de neutralizacao
viral, que os scFv expressos se ligaram com a mesma especificidade, e ambos
neutralizaram o CPV. A unica diferenca foi uma menor avidez dos scFv
observada pelo ELISA, porém essa diferenga pode ser explicada pelo fato da
IgG ser bivalente em comparagdo com o scFv. A inibicdo da hemaglutinagao
(HI) também foi testada sendo que um dos fragmentos nao foi capaz de inibir
em comparagao aos anticorpos, provavelmente devido ao tamanho ou a
valéncia do complexo de ligagao.

Nés optamos por sintetizar uma biblioteca de scFv proveniente de
camundongos imunizados com parvovirus. A opgdo por se obter uma

“biblioteca imune” levou em consideragao a possibilidade de se obter clones
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especificos ao antigeno inoculado, ja que anticorpos especificos estao
enriquecidos e passam por um processo de maturagao in vivo pelo sistema
imune do animal. (Benhar, 2001; Willats, 2002). Para isto, foi necessario
estabelecermos o cultivo em larga escala e purificagdo do CPV-2. A purificacéo
deste foi realizada segundo publicado por Teramoto e colaboradores (1984).
Nakamura e colaboradores (2003) produziram, com o uso da técnica de
hibridoma, uma série de anticorpos monoclonais contra o parvovirus canino.
Algumas estirpes de CPV-2 foram produzidas em cultivo celular e antes do
processo de imunizagdo realizaram purificagdo por ultracentrifugagcdo. O
processo de purificagdo para a imunizagdo e obtengdo de anticorpos
especificos é descrita com outros agentes. Dai e colaboradores (2003) isolaram
e purificaram o virus da Sindrome de Manchas Brancas, para em seguida
realizarem o processo de imunizacdo. Outra forma de obtencéo de proteinas é
a expressao em vetores especificos, com subsequente purificacdo por
cromatografia, que podem ser utilizados tanto para imunizagdo como em
selecdo de bibliotecas ndo imunes (Suzuki et al., 2007; Williams et al., 2007).
Em nosso trabalho as analises de hemaglutinagdo com hemacias de suino,
PCR com primers especificos para o CPV-2, e a espectrofotometria
demonstram a presenca do CPV-2 nas fragdes obtidas durante o processo de
purificagao viral.

A linhagem de camundonos High selegcédo IV-A é considerada de bons
produtores de anticorpos como descrito por Ibanez e colaboradores (1988).
Um grande numero de técnicas pode ser utilizado para averiguar se a
imunizacdo foi bem sucedida. Em nosso trabalho, optamos por realizar a
inibicdo da hemaglutinacdo, uma técnica de simples realizagdo, que nos
mostrou uma resposta adequada. McCaw e Hoskins (2006) descrevem a
inibicdo da hemaglutinagcdo como uma boa técnica para se detectar a presenca
de anticorpos contra o CPV-2. A detecgao de uma resposta adequada também
pode ser realizada por ELISA (Givisiez et al., 2004) e dot blot (Dai et al., 2003).

A construcdo de nossa biblioteca de fagos gerou um ntimero de 3,5x10?
clones. No trabalho de Krebber e colaboradores (1997), os autores
descreveram uma biblioteca de 6x10° clones obtidos de camundongo inoculado

com ampicilina. Outros autores descrevem também um numero em torno de
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10 clones em sua biblioteca (Dai et al., 2003; Sapats et al., 2003; 2005; Foord
et al., 2007). O baixo rendimento da biblioteca inicial € um dos problemas mais
comuns quando da realizacdo de uma técnica de apresentagcdao em anticorpos
(Russel et al.,, 2004). Brigido e Maranhdo (2002), relatam que dentre as
estratégias para se ter uma biblioteca inicial igual ou superior ao repertério
imune (cerca de 10’ clones), se destacam a melhor eficiéncia de transformagao
e de amplificagdo dos genes variaveis de anticorpos. O set de primers proposto
por Krebber e colaboradores (1997), e utilizado por nés, é capaz de amplificar
todas as sequéncias Vy, Vi e V¢ de camundongo, descritas no Kabat data
base. A amplificagdo dos fragmentos da cadeia leve e pesada teve um
resultado satisfatorio (Figura 7), em todas as reagdes foi obtido uma
quantidade adequada de produto, quando analisado comparativamente, em gel
de agarose. Ja Deng e colaboradores (2003), que empregaram O mesmo
sistema (pAK 100) relataram problemas, tendo que utilizar toda a reacéo de
cDNA para a obtencédo de produto de PCR suficiente para continuidade do
protocolo. As reagdes de SOE-PCR realizadas também foram bem sucedidas.
Um problema observado, e que pode ter contribuido para o pequeno numero
de clones gerados em nossa biblioteca, foram as duas etapas de purificacao,
antes e apos a digestdo. Mesmo em varias tentativas, a quantidade de DNA
observada apds as purificagdes era pequena (5-10 ng/ul). Diversas alternativas
foram testadas, desde protocolos de precipitacdo e outros kits comerciais, mas
sempre com resultado semelhante. A alternativa encontrada por Deng e
colaboradores (2003), descrita no item 3.6.3, consistiu na realizagdo de um
pool de reagdes, que foram precipitadas e em seguidas ressuspendidas em um
unico tubo. Mesmo com esse procedimento, uma recuperacgéao inferior a 90%
do valor indicado no kit de purificagdo foi observada. Assim uma baixa
quantidade de DNA pode ter interferido na eficiéncia da transformacéao
realizada ou mesmo a eletroporacdo nao ter sido eficiente, gerando um
pequeno numero de colbénias transformantes.

Outro fator interessante observado em algumas etapas foi o tempo de
crescimento da E.coli XL-1 blue (Stratagene®) apés plaqueamento. Diversos
autores descrevem o procedimento de coleta das colbénias para

armazenamento apdés um periodo de crescimento overnight em temperatura
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ambiente (Krebber et al., 1997; Deng et al., 2003). Em nosso estudo a
visualizagdo das colénias em temperatura ambiente ocorreu apds um periodo
minimo de 48 horas. A possivel inconstancia de temperatura em nosso
ambiente n&o climatizado foi aventada e testamos o crescimento em estufa
com trés temperaturas diferentes: 22, 25 e 28 °C. Apenas nesta ultima o
crescimento foi um pouco mais rapido (cerca 36 horas). Foord e colaboradores
(2007), apesar de utilizarem um sistema diferente de Phage display também
observaram crescimento adequado da mesma cepa (E.coli XL-1 blue) a 30°C.
Outros autores também relataram crescimento a esta temperatura, porém com
cepas diferentes de E.coli (Sapats et al., 2006).

Apoés a padronizagdo o Phage — ELISA evidenciou qual grupo de fagos
havia sido mais eficiente apds o terceiro panning. Os fagos do grupo P-3C
foram entdo escolhidos e submetidos a um screening por Phage-ELISA e em
seguida por PCR. Da selegao realizada com o primeiro foi possivel a escolha
de 10 clones com uma maior densidade 6tica. Porém quando se amplificou os
clones foi observado que todos eles apresentaram um tamanho nao esperado
de inserto (cerca de 2000bp, quando o esperado era de cerca de 800bp) além
do resultado do Phage- ELISA com o fagos expressos a partir desses clones
nao foram satisfatorios apresentando baixos valores de densidade 6tica. Com
isso optou-se pela selegcao dos clones com a PCR descrita a partir de 50
colénias escolhidas aleatoriamente.

Foi observada entdao a amplificacdo de dois clones, com o tamanho da
banda esperada. O resultado do sequenciamento foi adequado para o clone
(32), sendo que a sequencia do clone 2 apresentou um background, € mesmo
obtendo um pequeno trecho de sequéncia que foi compativel com a cadeia
leve de imunoglobulina, optamos por ndo analisa-la. A sequéncia do clone 32,
apresentou similaridade a uma sequencia de anticorpo monoclonal depositada
no GenBank (Figura 16). Nesta reacdo também foram observados produtos
com tamanho nao condizente ao esperado, possivelmente os mesmos da
primeira reagao, sendo que estes também serao sequenciados para que seja
possivel uma identificagdo. A porcentagem de clones especificos para o CPV-2
obtidos a partir de colénias escolhidas aleatoriamente (4%), foi inferior ao

demonstrado por Foord e colaboradores (2007), que apos 4 ciclos de panning
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obteve 33 clones em 96 colbénias (34,3%) testadas por ELISA. Sapats e
colaboradores (2003) observaram 210 clones de um total de 300 testados. Em
outro trabalho, Sapats e colaboradores (2006) testaram 400 clones,
encontrando 48,5% de ligantes ao antigeno inoculado. Em ambos os trabalhos,
os autores realizaram 3 ciclos de panning. Dai e colaboradores (2003)
detectaram 40% de col6nias positivas por ELISA apds ter realizado 3 selegbes
com o antigeno viral. Apesar de serem diferentes sistemas de expressao, e
termos realizado o teste screening por PCR, a maior diferenga observada entre
0 nosso estudo e os acima citados foi o rendimento da biblioteca inicialmente
alcangados.

Os estudos envolvendo o emprego de anticorpos apresentados em
bacteriéfagos vém ganhando destaque a cada dia, e abrange diversas areas da
ciéncia. A possibilidade em se obter biomoléculas com certa facilidade, no que
diz respeito a realizagdo da técnica, impulsiona diversos estudos. Alternativas
terapéuticas com o uso destas moléculas tém grande perspectiva, e fazem
parte de diversos estudos (mais de 300 programas atualmente) (Filpula, 2007;
Marasco e Sui, 2007). O fato de um fragmento de anticorpo (scFv) expresso
em bacteriofago ser recombinado para o formato de uma IgG1k humana e ser
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em terapia anti-
reumatica, levou a uma validagdo das tecnologias de apresentagdo em fago
(Filpula, 2007). Os maiores avangos nos mecanismos de neutralizagao viral,
inclusive relativos ao CPV-2, levam a crer que a terapia com anticorpos
monoclonais recombinados provenientes de técnicas de apresentagdo como o
Phage display, também possa alcangar uma realidade buscada. A utilizagéo
destes fragmentos tem outras indicagdes como o mapeamento de epitopos,
avangos nas tecnologias de produgao de vacinas, 0 screening de receptores
celulares, também s&o importantes linhas de pesquisa com a metodologia.
Além disso, atualmente o conhecimento da farmacocinética dos fragmentos
scFv esta bem avancada. Vias de administracao e de eliminagcao, e melhorias
na resisténcia dessas proteinas no organismo estdo sendo bem definidas. Os
avangos na Medicina Humana podem ser estendidos para a Medicina

Veterinaria, que ainda apresenta, por exemplo, caréncia de anticorpos
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especificos para determinados agentes microbiolégicos e proteinas diversas, o
que é um fator limitante para o desenvolvimento de pesquisas.

Essas probabilidades de evolugdo na pesquisa de anticorpos
recombinantes nos levou a producdo de clones de scFv expressos em fagos.
Alguns passos serao ainda buscados, como a expressao destes fragmentos de
forma soluvel, a utilizagdo deste em algumas técnicas de imunodiagndstico e
futuramente terapia especifica para o CPV-2

Frente a essas observacdes a realizagao deste estudo visou a produgao
de clones especificos de fragmentos de anticorpo anti-CPV-2, obtendo 2 clones

com fendtipo e gendtipo caracteristicos.
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6. Conclusao

A técnica de Phage Display realizada com base no fagomideo pAK100
foi empregada com sucesso para a expressao de 2 fragmentos de anticorpos

contra o Parvovirus canino-2.
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ANEXO |



Oligonucleotideos (“primers”) utilizados para a amplificagcdo da cadeia
leve (VL) e pesada (VH) da regi&o variavel dos anticorpos

Sequéncia dos primers que constituem o pool que cadeia leve (reverse):
LB1 -5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATC Cag CTg ACT CAgCC ¥
LB2 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTT CTC WCC CAgTC ¥
LB3 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg MTM ACT CAg TC 3
LB4 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg YTR ACA CAg TC 3’
LB5 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTR ATgACM CAg TC &
LB6 — 5°gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT MAg ATR AMC CAg TC 3
LB7 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT CAg ATgAYD CAgTC ¥
LB8 — 5" gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATY CAg ATg ACA CAgAC ¥
LB9 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTT CTC AWC CAg TC 3’
LB10 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gWg CTSACC CAATC ¥
LB11 -5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT STR ATgACC CARTC 3’
LB12 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY RTT KTg ATg ACC CARAC 3
LB13 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACB CAgKC ¥
LB14 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATAACY CAggA 3’
LB15 -5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACC CAgWT ¥
LB16 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACACAACC 3
LB17 — 5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT TTg CTg ACT CAgTC ¥

LB -5 gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAT gCT gTT gTg ACT CAg gAA TC 3



Sequéncia dos primers que constituem o pool que amplificam a cadeia leve
forward:

LF1- 5 ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC ACC ACC
ACC ACg TTT gAT TTC CAg CTT gg 3’

LF2- 5’ ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC ACC ACC
ACC ACg TTT TAT TTC CAg CTT gg 3’

LF4 — 5 ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC ACC
ACC ACC ACg TTT TAT TTC CAA CTT Tg 3

LF5 — 5 ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC ACC
ACC ACCACgTTT CAgCTC CAgCTT gg 3’

LF A - 5 ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC AcCC
ACC ACC ACC TAggAC AgT CAg TTT gg 3’

Sequéncia dos primers que constituem o pool que amplificam a cadeia pesada
reverse:

HB1 — 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAK gTR MAg CTT
CAggAgTC 3

HB2 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTB CAg CTB
CAgCAgTC3

HB3 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTg CAg CTg
AAg SASTC 3’

HB4 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTC CAR CTg
CAACARTC 3

HBS5 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTY CAg CTB
CAgCARTC J

HB6 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTY CAR CTg
CAgCAgTC3

HB7 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTC CAC gTg
AAg CAg TC 3’

HB8 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg AAS STg gTg
gAATC 3

HB9 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAV gTg AWg YTg
gTggAg TC 3’



HB10 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg CAg SKg
gTggAg TC 3’

HB11 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAK gTg CAM CTg
gTggAg TC 3’

HB12 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg AAg CTg
ATggARTC 3

HB13 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg CAR CTT
gTTgAg TC 3

HB14 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAR gTR AAg CTT
CTCgAgTC 3

HB15 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAA gTg AAR STT
gAggAg TC 3

HB16 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTT ACT CTR
AAA gWg TST g 3’

HB17 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAC CTC CAA CTV
CAgCARCC 3

HB18 - 5 ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAT gTg AAC TTg
gAAgTgTC 3

HB19 - 5" ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg AAg gTC
ATCgAgTC 3

Sequéncia dos primers que constituem o pool que amplificam a cadeia pesada
forward:

HF1 -5 ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AAACgg TQACCgTgg T &
HF2 -5 ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AgA CTg TgAgAgTgg T 3
HF3 -5 ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg CAg AgA CAg TJACCAQgAg T 3’

HF4 -5 ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AgA Cgg TQA CTgAgg T &
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