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Resumo 

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

A parvovirose canina, uma das principais doenças infecto-contagiosas que 

acomete cães, é causada pelo Parvovírus canino-2 (CPV-2). Desde sua 

descrição importantes mutações ocorreram originando três tipos: CPV-2a e 2b, 

comumente detectados no Brasil, e o CPV-2c. Essas alterações antigênicas 

caracterizam o CPV como um dos principais modelos de evolução viral, sendo 

detectáveis com painéis de anticorpos monoclonais em técnicas simples como 

hemaglutinação e neutralização in vitro. A tecnologia de apresentação de 

proteínas em bacteriófagos (Phage display) tem diversas aplicações, dentre 

elas a apresentação 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). Após o cultivo e purificação do vírus, 

camundongos da linhagem High seleção IV A foram imunizados com o CPV-2, 

sendo em seguida extraído RNA total do baço. A amplificação das cadeias leve 

e pesada, e sua ligação por SOE-PCR, permitiu a clonagem do scFv no 

fagomídeo pAK 100. Após a transformação da E.coli XL-1 blue, bacteriófagos 

M13 foram expressos apresentando o fragmento scFv. Três processos de 

seleção foram realizados, e após o Phage-ELISA, um grupo de fagos foi 

selecionado. A partir deste um screening foi realizado por PCR sendo dois 

clones detectados. Após nova expressão de ambos uma nova reação de 

Phage-ELISA foi realizada e demonstrou a especificidade destes clones com o 

CPV-2. Até o presente momento esta é a primeira descrição da técnica de 

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

 

Palavras-chave: Fragmento de Anticorpo; Bacteriófagos; Expressão; Parvovírus 

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 
Veterinária 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. Introdução e Revisão da literatura 
 
 

1.3. Parvovírus canino-2 
 

A parvovirose canina é uma doença infecto-contagiosa causada pelo 

parvovírus (CPV-2), que determina um grave quadro de enterite hemorrágica em 

animais jovens, e é, notoriamente, uma das mais importantes doenças 

infecciosas do cão, sendo rotineiramente diagnosticada na clínica veterinária. 

A primeira descrição sobre uma possível infecção por parvovírus em cães 

foi em 1970 na Alemanha, quando Binn e colaboradores (1970) isolaram de 

animais sadios um vírus pequeno e antigenicamente relacionado ao grupo 

parvovírus, sendo denominado Minute virus of canines (MVC). Este vírus é 

atualmente conhecido como CPV-1, e é bastante distinto do CPV-2 e de 

parvovírus de outras espécies, sendo mais geneticamente relacionado ao 

parvovírus bovino (BPV) (Carmichael, 2005).  

No fim da década de 70 foi observada, praticamente de forma simultânea 

por diversos pesquisadores, uma doença “nova” que ocasionava miocardite 

aguda ou crônica em filhotes de cães e também vômitos, diarréia mucóide, às 

vezes sanguinolenta, e hipertermia (Appel et al., 1978; Eugster et al., 1978; 

Bourtonboy et al., 1979). Após as primeiras descrições da doença, amostras 

biológicas de animais com a forma entérica foram analisadas por microscopia 

eletrônica e foi observado um agente semelhante ao vírus da panleucopenia 

felina, sendo este rapidamente isolado em linhagens de células felinas 

(Carmichael, 2005). Exames histopatológicos evidenciaram necrose na região 

de criptas em epitélio intestinal, perda da estrutura das vilosidades no intestino 

delgado e depleção de linfócitos em tecidos linfóides (Robinson et al., 1979, 

1980). Houve uma rápida disseminação intercontinental do parvovírus, devido 

principalmente a trânsito de animais e pessoas, e por fômites, grande resistência 

no meio ambiente e aos altos títulos de vírus 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 clínicos e anatomopatológicos à observação 

de estruturas virais semelhante ao parvovírus. 

Entre 1980 e 1981, houve um declínio do número de casos, 

provavelmente devido à imunidade naturalmente adquirida e pelo 

desenvolvimento de vacinas. Pouco tempo depois foi descrito uma doença 

grave, caracterizada por enterite extremamente hemorrágica em cães vacinados 

e não vacinados. O agente etológico desta patologia foi mais tarde identificado 

como CPV-2. Posteriormente uma importante mutação foi observada, com o uso 

de painéis de anticorpos monoclonais, originando então a estirpe denominada 

de CPV-2a (Carmichael, 2005). Essa alteração foi confirmada com a detecção 

de uma mutação em cinco aminoácidos informativos na proteína do capsídeo 

(VP2), que acarretou mudanças antigênicas e biológicas (Parrish et al., 1991). 

Por volta de 1984, outra importante alteração foi observada sendo descrito o 

CPV-2b. Essa diferença foi mais tarde confirmada pela substituição de um 

nucleotídeo na posição 4062, que ocasionou uma mudança antigênica. 

Atualmente, o CPV-2a e 2b são as principais estirpes virais correlacionadas 

doença em cães e também em felinos (Steinel et al, 2001; Truyen, 2006).  

Apesar da diferença antigênica, poucos estudos ainda correlacionam a 

variação da doença 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 mutação antigênica importante, originando diferenças em 

testes com painéis de anticorpos monoclonais e em testes de inibição da 

hemaglutinação. Essa nova estirpe foi então denominada CPV-2c e está co-

circulando na Itália com os tipos 2a e 2b, e aparentemente substitui a ambos na 

população canina daquele país (Martella et al., 2005). Atualmente o CPV-2c já 

foi detectado em vários países 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 já 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 mutações com alterações antigênicas, atualmente o 

parvovírus canino é descrito como modelo de estudo de evolução viral (Martella 

et al., 2006). 
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O parvovírus canino tipo 2 (CPV-2a, 2b e 2c), é um vírus pertencente a 

família Parvoviridae, pequeno (18-26nm), não envelopado e com capsídeo de 

formato icosaédrico contendo 60 capsômeros. A partícula infecciosa viral é 

resistente, sendo estável à inativação a 56ºC por 1 hora, tratamento com 

solventes orgânicos e pH entre 3 e 9. O parvovírus é extremamente estável e 

resistente às condições adversas do ambiente, podendo permanecer em 

objetos, roupas, potes de alimentação e no piso, por até cinco meses (McCaw e 

Hoskins, 2006). A partícula viral pode ser inativada com o uso hipoclorito de 

sódio, na diluição de 1:30, ou quando submetida a radiações 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’ há 

regiões palindrômicas de aproximadamente 115 nucleotídeos, que são 

essenciais na replicação atuando como primers. Esta depende exclusivamente 

do maquinário molecular de células com alto poder de divisão, sendo as células 

do epitélio intestinal seu principal alvo (Christensen et al., 1993). Para sua 

replicação necessita de células na fase S de divisão mitótica, tendo preferência 

por tecidos de animais jovens ou recém-nascidos, ou tecidos em intensa 

proliferação de animais adultos, como o tecido linfóide (Tsao et al., 1991). Esta 

replicação acontece no núcleo celular e normalmente depende do estado 

fisiológico das células (Murphy et al., 1995). 

O CPV-2 é composto por três proteínas de capsídeo (VP1, VP2 e VP3), 

que lhe conferem um formato icosaédrico, sendo que a VP2 constitui cerca de 

90% do capsídeo viral. A superfície do capsídeo tem um canal cilíndrico rodeado 

por estreitas depressões do tipo canyon, pequenas espículas e projeções tipo 

dimple (Tsao et al., 1991). Estas depressões tipo canyons são provavelmente 

sítios de ligação para receptores celulares, e como podem também impedir a 

ligação de anticorpos, o vírus mantém os domínios desta região extremamente 

conservados, diferentemente de outros que podem mudar para evadir da 

resposta imune do hospedeiro. Já as espículas e projeções dimple estão 

associadas às propriedades antigênicas de seleção do hospedeiro e de 

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

http://www.tulane.edu/%7Edmsander/WWW/335/Parvoviruses.html
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sítios antigênicos neutralizantes (A e B) na superfície do CPV-2. Alterações 

ocasionadas no sítio antigênico B podem causar perda da capacidade de 

replicação em células caninas in vitro (López de Turiso et al., 1991; Llamas-Saiz 

et al., 1996). A estrutura do parvovírus também já foi descrita quando de sua 

associação 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 resolução de 23 Å, onde foi observado 

cerca de 60 fragmentos do anticorpo, complexados com o parvovírus. Os 

autores observaram que este anticorpo foi capaz de precipitar e também 

neutralizar o vírus, sendo que os mecanismos de neutralização como 

interferência na adsorção celular, entrada celular e desnudamento, devem ser 

funcionais.   

A infecção ocorre naturalmente por via oronasal, sendo que o período de 

incubação pode variar de 6 a 14 dias (McCaw e Hoskins, 2006). Após um 

período de replicação em tonsilas e nódulos mesentéricos, o CPV pode ser 

isolado em tecidos e fezes de animais infectados, de 10 a 14 dias pós-infecção 

(Macartney et al., 1984). A replicação 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 clínicos observados 

geralmente são graves e incluem anorexia, hipertermia, vômitos, diarréia 

sanguinolenta e desidratação. Óbitos podem ocorrer rapidamente após o início 

da doença, normalmente associados à septicemia ou coagulação intravascular 

disseminada. Miocardite também pode ocorrer em filhotes de até oito semanas 

ou em casos de infecção in útero (McCaw e Hoskins, 2006).  

O diagnóstico da infecção por CPV-2 pode ser realizado com os sinais 

clínicos supracitados associado ao diagnóstico laboratorial, uma vez que 

existem diversas outras infecções com sinais semelhantes. Este pode ser 

realizado com a detecção do vírus em fezes e em tecidos para exames post-

mortem. Diversas técnicas são descritas para o diagnóstico da parvovirose, 

podendo ser divididas em detecção direta do agente, onde se enquadram: 

microscopia eletrônica, imunofluorescência direta, isolamento viral, teste de 

hemaglutinação (H.A.), ELISA, coaglutinação e técnicas moleculares como a 

reação em cadeia pela polimerase (PCR) e algumas variações como Touch-
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down PCR e Nested-PCR e indiretamente pelo sorodiagnóstico como a inibição 

da hemaglutinação, neutralização viral, ELISA e imunofluorescência indireta 

(Carmichael, 2005; McCaw e Hoskins, 2006). 

A proteção contra o CPV-2 é em grande parte derivada de anticorpos 

maternais provenientes do colostro, e é tão eficiente que pode até impedir a 

viremia (Elia, 2005). Após a infecção, o filhote pode ser considerado imune por 

20 meses e possivelmente por toda a vida (McCaw e Hoskins, 2006). Mas 

mesmo com títulos de proteção adequados, os animais podem desenvolver 

doença subclínica e se tornarem disseminadores da doença (Decaro et al., 

2005). Atualmente existem vários tipos de vacina disponíveis (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 são 

os níveis de anticorpos maternos e a falha em soroconversão (McCaw e 

Hoskins, 2006).  

Os principais objetivos do tratamento da parvovirose canina são a 

hidratação, manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico e antibioticoterapia 

profilática (McCaw e Hoskins, 2006). 

 Pela alta capacidade de mutação, que se assemelha a dos vírus RNA, a 

evolução viral do parvovírus canino tem sido amplamente estudada (Pereira et 

al., 2007; Martella et al., 2005; Nakamura et al. 2003). Essas mutações são 

observadas principalmente na região que codifica a proteína VP2, onde estão 

situados os principais sítios neutralizantes e de hemaglutinação do parvovírus 

canino (Tsao et al., 1991; López de Turiso et al., 1991). Com isso a utilização 

de painéis de anticorpos monoclonais em técnicas mais simples e mais 

baratas, como a inibição da hemaglutinação e a neutralização in vitro, são 

comumente aplicadas no estudo da variação antigênica do Parvovírus canino. 

 Diversas formas de se produzir anticorpos monoclonais são descritas, 

sendo de maior destaque o hibridoma e a técnica de apresentação de 

anticorpos na superfícies de bacteriófagos (Phage display). Diversas limitações 

como o custo elevado na manutenção de células expressando os anticorpos e 

o baixo número de clones (de 500 a 2000) produzidos na técnica de hibridoma 

em comparação ao Phage display que é de fácil realização e permite grande 
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(mais de 109 clones), levou esta ultima a um grande desenvolvimento e 

aceitação científica. 

 
1.4. Técnica de Phage Display 
  

Diversas técnicas moleculares têm sido desenvolvidas para expressar 

uma grande variedade de polipeptídios na superfície de bacteriófagos, bactérias, 

leveduras e vírus (Marasco e Sui, 2007). Phage display, descrita em 1985(a) por 

Smith, é uma técnica molecular na qual proteínas recombinantes ou peptídeos 

não pertencentes ao bacteriófago (fago) são expressas na superfície protéica 

deste. Nesta metodologia, a informação genética responsável pela codificação 

da molécula a ser apresentada está ligada diretamente ao seu fenótipo 

experimental, sendo que uma grande diversidade de moléculas biologicamente 

ativas como citocinas, enzimas, substratos, receptores, inibidores enzimáticos, 

proteínas ligantes a DNA e anticorpos podem ser expressas. Esta técnica é 

excelente para a criação de bibliotecas contendo milhões ou até mesmo bilhões 

de proteínas ou peptídeos (Benhar, 2001; Russel et al., 2004; Paschke, 2006; 

Brissette e Goldstein, 2007).  

A metodologia de biblioteca de peptídeos mais amplamente usada é 

baseada em fagos filamentosos (M13, f1, fd - os mais utilizados para 

apresentação de bibliotecas), que infectam bactérias Gram negativas (Brígido e 

Maranhão, 2002; Russel et al., 2004). Estes vírus apresentam como material 

genético DNA fita simples pequeno e circular. As partículas destes fagos são 

compostas por cinco proteínas estruturais (p3, p6, p7, p8 e p9). As cópias da 

proteína p8 (2700 aproximadamente) formam o corpo do capsídeo, sendo que 

na extremidade distal se encontram as proteínas estruturais p7 e p9, e na 

extremidade proximal encontra-se p3 (3 a 5 cópias). A inclusão de proteínas 

exógenas na superfície destes fagos ocorre pela fusão destas às proteínas 

estruturais do fago, sendo utilizadas a p8 e principalmente a p3. Esta última é 

responsável pela adesão da partícula viral ao pili sexual da bactéria (Brígido e 

Maranhão, 2002). Uma das características mais importantes destes 

bacteriófagos filamentosos é que eles são montados pela extrusão do seu 

material genético, sem que ocorra lise da célula.  



 
______________________Introdução e Revisão bibliográfica 

9

Nas bibliotecas de fagos filamentosos, um grande número de proteínas 

relevantes podem ser selecionadas e separadas. Para isso, dois passos são 

essenciais: o panning ou bio-panning (seleção por afinidade) e o chamado 

screening (triagem) (Kretzchmar e von Rüden, 2002). No processo de panning, a 

biblioteca de fagos produzida é incubada com o antígeno de escolha, para que 

ocorra uma interação com este. Em seguida, uma série de lavagens é procedida 

para remover os fagos não aderidos, ou seja, aqueles que não codificaram a 

sequência alvo desejada, sem que haja interferência na interação fago-antígeno. 

Logo após, os fagos selecionados (ligantes) podem ser obtidos, com o uso de 

condições que desfavoreçam a ligação desses com a molécula alvo. A aplicação 

de gradientes de pH, reações proteolíticas e eluições competitivas podem ser 

realizadas sem que haja, no entanto, um comprometimento da infectividade do 

fago (Benhar, 2001; Brígido e Maranhão, 2002; Kretzchmar e von Rüden, 2002). 

Os fagos recuperados são então amplificados por infecções sequenciais em 

bactérias, sendo realizadas novas etapas de panning (de três a cinco, em 

média). No final é gerado um misto policlonal, porém enriquecido com ligante 

antígeno-específico. Em seguida, no processo de screening, há uma conversão 

deste misto policlonal em anticorpos monoclonais, com infecção da bactéria alvo 

do fago, cultivo em meios seletivos e seleção de colônias únicas (Kretzchmar e 

von Rüden, 2002). 

Diferentes sistemas de vetores de Phage display têm sido descritos, 

sendo que são classificados como vetores de fago e fagomídeos (Russel et al. 

2004). Atualmente o uso de fagomídeos tem sido difundido. Estes são 

plasmídeos que possuem a origem de replicação ativa em E.coli e também em 

fagos filamentosos, com todas as informações para a síntese da fita 

complementar, de replicação viral e empacotamento do DNA. O fagomídeo 

utilizado para apresentação de bibliotecas na superfície de fagos filamentosos, é 

manipulado para que possa expressar as proteínas desejadas fusionadas ao 

gene III ou VIII. Para que isso ocorra é utilizado um fago auxiliar, que infecta a 

célula transformada com o fagomídeo e possui todos os genes dos fagos 

filamentosos permitindo o resgate do fagomídeo como partícula viral. Uma 

alternativa ao fago auxiliar foi descrita por Chasteen e colaboradores (2006), que 

produziram células com um plasmídeo codificante de proteínas de 
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empacotamento do fago M13. De maneira geral, o fagomídeo apresenta a 

origem de replicação da E.coli e de fagos, o gene de resistência a antibiótico, o 

promotor de transcrição do gene de fusão e a sequência líder responsável pela 

localização do produto de fusão (Brígido e Maranhão, 2002). 

É de grande destaque dentro da tecnologia de phage display a expressão 

de fragmentos funcionais de anticorpos que, após sua apresentação pelo fago, 

podem ser selecionados de acordo com sua afinidade de ligação e 

especificidade para testes diagnósticos in vitro e in vivo (identificação massiva 

de alvos – antígenos e até proteínas, no caso de proteomas), e também 

imunoterapia para uma grande diversidade de patologias (Benhar, 2001; 

Kretzchmar e Von Rüden, 2002). Este tipo de expressão foi realizado 

inicialmente na forma de fragmentos recombinantes de anticorpos. Isso foi 

alcançado com a fusão das regiões codificadoras da porção variável do 

anticorpo (Fv) na porção aminoterminal do gene III do fago M13, que codificou 

um fragmento de cadeia única desta porção (scFv, single chain Fv) (McCafferty 

et al, 1990).  

Para a geração de uma biblioteca imunológica de anticorpos ampla e 

altamente específica, animais “doadores” podem ser imunizados com um 

determinado antígeno. Os genes responsáveis pela codificação de anticorpos, 

podem ser amplificados e clonados, sendo mais expressos após a exposição 

inicial ao agente inoculado. Os fragmentos funcionais que são produzidos por 

este método são numerosos, podem ser especificamente selecionados e tem 

uma grande vantagem, pois foram sujeitos a uma maturação in vivo no sistema 

imune do hospedeiro (Schmitz et al., 2000; Benhar, 2001). 

Em 1997, Krebber e colaboradores descreveram um sistema 

interessante de expressão de scFv funcional com o uso do fagomídeo pAK 

100, partindo de hibridomas ou repertórios imunes, com uma clonagem segura 

de genes funcionais de imunoglobulinas. Os autores apresentaram um set de 

primers para a amplificação da região variável de anticorpos, uma estratégia de 

montagem de scFv e um sistema direcional de clonagem com uma enzima de 

restrição (Sfi I) que contém um sítio de digestão raro entre sequências de 

anticorpos. Também descrevem diversas outras características de seu sistema, 

que garantem um sucesso adequado da técnica descrita. 
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Atualmente, são escassos os anticorpos mono e policlonais específicos 

para agentes infecciosos em Medicina Veterinária disponíveis, o que limita a 

realização de pesquisas e também a aplicação de métodos diagnósticos. Com a 

evolução das técnicas de produção sintética de fragmentos de anticorpos 

funcionais, a possibilidade na ampliação de seu uso é uma realidade. 

Como agente de uma das principais doenças em Medicina Veterinária, o 

parvovírus canino apresenta uma série de características interessantes. Uma 

delas é ser um excelente modelo de pesquisa para evolução viral, devido sua 

alta capacidade de mutação (Badget, 2002; Martella, 2006). Uma das formas 

de se detectar essas mutações é com o uso de painéis de anticorpos 

monoclonais que pode ser utilizado em técnicas de simples realização, como a 

inibição de hemaglutinação e a neutralização viral (Carmichael, 2005). Outra 

importante utilização de anticorpos funcionais é a aplicação em técnicas 

imunoenzimáticas, que são utilizadas em diagnóstico ou em pesquisas 

direcionadas ao CPV-2. Um terceiro ponto relevante, e com crescente interesse 

dentre diversos grupos de pesquisa, é a terapia com anticorpos monoclonais, 

principalmente na medicina humana, onde se observam grandes avanços em 

doenças autoimunes e inflamatórias, câncer, e doenças infecciosas (Brekke e 

Loset, 2003). Este tipo de pesquisa, que se divide em terapias profiláticas e 

tratamentos propriamente ditos, envolve atualmente diversos grupos, sendo 

que alguns já em fase avançada de pesquisa (Marasco e Sui, 2007).  

A realização da técnica de Phage display de fragmentos funcionais de 

anticorpo contra o CPV-2, com a geração de fragmentos de anticorpos 

monoclonais específicos, permite a utilização destes em diversas metodologias 

que podem auxíliar da pesquisa da evolução do vírus no Brasil. 
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2. Objetivo 
 
 
-  Clonar e expressar em bacteriófagos M13 fragmentos funcionais (scFv) de 

anticorpos contra o parvovírus 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 titulação do Parvovírus canino-2 (CPV-2) 
 
 

Foi realizado o cultivo celular da linhagem CRFK1 (Crandell Feline 

Kidney). Foram produzidas 3 garrafas de 25cm2, 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 

confluência, duas garrafas foram inoculadas com 0,8 mL do CPV-21, e uma 

garrafa com o mesmo volume de M.E.M (controle de célula). Para melhor 

adsorção do vírus, as garrafas foram deixadas em agitação 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 37ºC por 

5 dias para observação de efeito citopático (E.C.P.). A amplificação do vírus foi 

realizada em duas etapas. Inicialmente foram utilizadas garrafas 75 cm2, e em 

seguida em garrafas tipo Rollers de 490 cm2, todas apresentando uma 

monocamada celular. O inoculo foi preparado com 1,0 mL de vírus produzido 

anteriormente, diluído 1:4 em MEM, e mantido nas mesmas condições acima 

descritas. Após a observação 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 alíquota das garrafas infectadas e controle-negativo 

para a realização da PCR. 

A titulação do vírus foi realizada por DICT50, sendo utilizada uma das 

alíquotas previamente congelada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
___________________________________________ 
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3.3. Purificação do Parvovírus canino-2 
 
 

Para a purificação viral foram utilizados 350mL do lisado celular 

previamente inoculado com o CPV-2. Inicialmente, a suspensão foi tratada com 

10% de vertrel (Dupont®) para lise celular e o sobrenadante foi recolhido em 

um béquer. À essa solução foi adicionado em gotas, com auxílio de uma 

bomba peristáltica, o mesmo volume de sulfato de amônio 100% saturado. Em 

seguida, o material foi centrifugado a 3100g/45 min à 4ºC. O sedimento foi 

ressuspendido em tampão fosfato PBS (0,01 M PO4
- - 0,14 M NaCl pH 7,4).  

A clarificação foi realizada com duas centrifugações consecutivas a 

3100g/30 min 4ºC. Em seguida, as amostras foram depositadas em um colchão 

de sacarose a 30% e ultracentrifugadas em rotor angular a 104.000g/6h30min, 

sendo o sedimento ressuspenso novamente em PBS e submetido à sonicação 

por três ciclos de 10 segundos a 40% de amplitude. 

Em seguida foi realizada uma nova etapa de purificação. O sedimento 

obtido foi novamente ultracentrifugado em gradiente de cloreto de césio a 

1,42g/cm3, na velocidade 82000g/30h. A amostra foi fracionada e de cada 

fração foi realizada a espectrofotometria, pela leitura de comprimento de onda 

a 260 nm e 280 nm. As frações contendo os picos de leitura, sendo 

correspondentes à densidade de 1,42g/cm3 foram separadas e armazenadas a 

temperatura de -70°C para posterior quantificação protéica. Para tal realizou-se 

a determinação da concentração de proteínas virais pelo método de 

quantificação por B.C.A. (Smith, 1985). 

Com as frações obtidas após a purificação, foi realizada a titulação pela 

técnica de hemaglutinação (H.A.) em microplacas com fundo em U. Todas as 

cavidades foram preenchidas com 50 μL de diluente tampão fosfato - PBS. Na 

primeira cavidade de cada fileira foram adicionados 50 µl das frações, 

homogeneizados e diluídos na base 2 até a 11ª cavidade, sendo desprezada a 

última diluição. Na sequência, em todas as cavidades foram adicionados 50 µl 

de hemácias de suíno a 1% (diluídas em PBS e albumina sérica bovina a 

0,01%). A placa foi mantida em câmara úmida a 4°C por um período de 3 

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

Cinco alíquotas selecionadas durante os repiques e duas amostras 

obtidas após a purificação, assim como o controle de células, foram 

submetidas a extração de DNA com reagente DNAzol® (Invitrogen®), seguindo 

as recomendações do fabricante. A técnica de PCR foi utilizada como descrita 

por Pereira e colaboradores (2000). Foram utilizados dois oligonucleotídeos 

iniciadores (primers) (Tabela 1) capazes de amplificar fragmentos de 681 pares 

de bases (bp) (posição 3025-3685), do gene que codifica a região estrutural 

VP1 e VP2 do CPV-2. 

 

QUADRO 1 – Sequência de primers utilizados para amplificar 681bp do CPV-2 

 

 

Primers Sequência (5’-3’) 

P2 S GAAGAGTGGTTGTAAATAATA 

P2 AS CTATATCACCAAAGTTAGTAG 

 

A reação foi realizada para um volume final de 25 μL contendo 0.5 

unidade de Tth DNA Polimerase (Biotools®), tampão de PCR 10X, contendo 75 

mM de Tris-HCl (pH 9,0), 50mM de KCl, 2mM de MgCl2 e 20mM (NH4)2SO4 

(Biotools®). Completaram os componentes da reação 10 ρmoles de cada primer, 

0,2mM de deoxinucleotídeos (dNTPs) (Invitrogen®) e água ultrapura autoclavada 

(MilliQ®) q.s.p.. Foram utilizados 5,0 μL de DNA extraído para a reação de PCR. 

A amplificação foi realizada em termociclador automático (Mastercycler 

Eppendorf®) e consistiu em uma etapa inicial a 94º por cinco min, 34 ciclos 

repetidos de 94ºC por 30 segundos, seguido de 55ºC por dois min e 72ºC 

também por dois min. Um ciclo final de 72ºC por cinco min foi utilizado para a 

extensão final. 
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  Os produtos obtidos na amplificação foram analisados em gel de agarose 

a 1,5%, com brometo de etídio (0,5μg/mL). E em seguida examinados 

comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (GE Healthcare®), com 

auxílio de transiluminador UV. As imagens foram visualizadas sob luz ultraviolota 

e em seguida realizado foto documentação. 

 
 
3.5. Inoculação em camundongos (Mus musculus) 

 

Quatro camundongos da linhagem High Responder de Biozzi seleção 

IV-A foram inoculados por via intraperitoneal com 200 µg de proteína viral 

obtida após a purificação, sendo que para uma melhor imunização foi 

preparada uma emulsão com adjuvante completo de Freund (v/v) (Invitrogen®). 

Após um período de 15 dias uma nova inoculação foi realizada por via 

subcutânea (SC) com metade da concentração inicial, e na terceira semana tal 

procedimento foi repetido. Na quarta semana inoculou-se um quarto da dose 

inicial, ou seja, 50 µg por camundongo no total. A partir da segunda inoculação 

a emulsão foi preparada com o adjuvante incompleto de Freund. No 30º dia os 

animais foram anestesiados com acepromazina e quetamina, nas doses de 1 

mg/kg e 75 mg/kg respectivamente, para retirada do baço, e em seguida foram 

eutanasiados com inoculação intra-cardíaca de pentobarbital, segundo 

orientação do Comitê de ética da FMVZ-UNESP – Botucatu.  Do material 

removido foi retirado um fragmento para extração de RNA, sendo o restante 

armazenado à -70°C em Trizol reagent (Invitrogen®).  

Com o objetivo de se conhecer a resposta do animal à imunização foi 

procedida a titulação de anticorpos anti-CPV pelo teste de inibição da 

hemaglutinação. Após a eutanásia, foi colhido um mL de sangue sem 

anticoagulante, e após um período de inativação por uma hora a 37ºC o 

material foi centrifugado a 400g por 5 min. A técnica foi realizada em 

microplaca com fundo em U, sendo os poços preenchidos com 25 μL de PBS. 

No primeiro poço foram adicionados 25 μL de soro, e após homogeneização foi 

realizada diluição seriada na base 2 até a 10ª cavidade. Na 11ª fileira foi 

realizado um controle de hemaglutinação, e na 12ª controle de sedimentação 

da hemácia. Em seguida, foram adicionados 25 μL de amostra de vírus padrão 
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com 4 unidades hemaglutinantes em todas as cavidades, exceto no controle de 

hemácias. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante uma hora. 

Após este período 50 μL de hemácias de suíno a 1% foram adicionados em 

todas as cavidades e a placa foi então incubada a 4°C por 3 horas. Por último 

foi realizado a leitura visual da ocorrência ou não da inibição da 

hemaglutinação (Pollock, 1982).  
 

 
3.6.  Amplificação e ligação das cadeias leve e pesada (VH e VL) 

 
 

3.6.1. Extração de RNA total e transcrição reversa (produção de cDNA) 
 

 Com os fragmentos de baço, de cada animal, obtidos foi realizada 

extração com Trizol reagent (Invitrogen®) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Ao final as amostras foram ressuspendidas em 100μL de água 

tratada com dietilpirocarbonato (DEPC-Sigma®) com 10% de inibidor de Rnase 

(RNAguard 1 U/mL GE Healthcare®). Após a suspensão o material resultante foi 

incubado a 56ºC por 10 min. Em seguida as amostras foram incubadas com 1 

U/μg da RQ1 RNase-Free DNase, com 1x do tampão da reação, por 30 min a 

37ºC, em seguida foi adicionado 1 μL  da RQ1 stop solution, seguido de nova 

incubação de 10 min a 65ºC (RQ1 RNase-Free DNase, Promega®). 

A transcrição reversa foi feita em duas fases. Na fase de pré-transcrição, 

foi feito um master mix composto de: 1 μL de random primer (250 ng/μL - 

Invitrogen®), cerca de 1 μg de RNA total e de água Milli-Q® tratada com DEPC 

(Sigma®) q.s.p. para 5 μL. Em seguida incubou-se o material a 70ºC durante 

cinco min e um resfriamento imediato em gelo. Na fase de transcrição, foi 

utilizado um novo master mix com volume total de 15μL por reação, sendo este: 

4 μL de ImProm II 5x reaction buffer (Promega®), 2,4 μL (25 mM) de MgCl2, e 

0,5 μL de dNTP mix 20mM (Invitrogen®), 1,0 μL ImProm II RT(Promega®) e 6,1 

μL de água MilliQ com DEPC (Sigma®). Uma segunda incubação foi realizada a 

25ºC durante cinco min, 42ºC durante 60 min, 70°C durante 15 min. Todos os 

ciclos foram realizados em termociclador automático (Mastercycler Eppendorf ®). 
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3.6.2. Amplificação da cadeia leve (VL) e pesada (VH) da região 

variável dos anticorpos pela técnica de PCR 

 

A amplificação dos fragmentos da cadeia leve e pesada foi realizada 

com primers descritos por Krebber e colaboradores (1997). A descrição destes 

encontra-se no Anexo 1. Para realizarmos a reação os primers foram diluídos 

para uma concentração de 100 pmol/μL (solução mãe), e em seguida foi feita a 

mistura dos primers, segundo descrito pelo autor, para uma concentração final 

de 20 pmol/μL (solução de uso). Para facilitar a compreensão, consideramos o 

pool de primers VH reverse como sendo o primer VH reverse, o pool de primers 

VH forward como o primer VH forward, a mesma consideração deve ser feita 

com os primers da cadeia leve (VL).  

As reações de PCR para VL e VH, foram realizadas utilizando-se uma 

solução de reagentes “pronta para uso” (GoTaq® Green Master Mix, Promega®) 

contendo o tampão de reação, os DNTPS, MgCl2 e a enzima Taq DNA 

Polimerase, sendo preparadas para um volume final de 100 μL. A esta solução 

foi adicionado, 200 ρmol de cada primer e 20 μL de cDNA e água ultrapura 

autoclavada (MilliQ®) q.s.p.. A amplificação foi realizada em termociclador 

automático (Mastercycler Eppendorf®), de acordo com o trabalho de Deng e 

colaboradores (2003), com pequenas alterações e consistiu em uma etapa 

inicial a 92ºC por cinco min, sete ciclos repetidos de 92ºC por um minuto, 

seguido de 63ºC por 30 segundos, 58ºC por 50 segundos e 72ºC por um 

minuto. Uma segunda ciclagem foi realizada da seguinte forma: 23 ciclos de 

92ºC por 30 segundos, 63 ºC por 30 segundos e 72 ºC por um minuto. Um ciclo 

final de 72ºC por cinco min foi utilizado para a extensão final. Os produtos 

obtidos na amplificação foram analisados em gel de agarose a 1,5%, corado 

com brometo de etídio conforme descrito anteriormente no item 3.3. 

Os fragmentos amplificados foram purificados por meio de filtração em 

coluna utilizando kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®) 

segundo as recomendações do fabricante. Em seguida quantificados de 

maneira comparativa, após nova corrida em gel de agarose, sendo realizada 

com base no padrão de quantidade de DNA (DNA Mass ladder Invitrogen®). 
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3.6.3. Reação de junção dos fragmentos da cadeia leve e pesada – 

“SOE (splicing by overlap extension) - PCR” 

 
A reação de “SOE” - PCR foi realizada com o intuito de unificar os 

fragmentos da cadeia leve (VL) e pesada (VH) previamente amplificados e 

formar então um fragmento único, ou scFv. Para tal foi adicionado a 30 ng de 

cada fragmento da VL e da VH, 2,5 unidades de Platinum taq DNA polimerase 

(Invitrogen®), tampão de PCR 10x contendo 200 mM de Tris-HCl (pH 8,4) e 500 

mM KCl (Invitrogen®) e 2,0 mM de MgCl2 (Invitrogen®) e água ultrapura 

autoclavada (MilliQ®) q.s.p. para 100 μL. Desta forma a reação foi levada ao 

termociclador automático (Mastercycler Eppendorf®), onde se realizou os 

ciclos: 95ºC por cinco min seguido de cinco ciclos de 95ºC por um min, 63ºC 

por 30 segundos, 58ºC por 30 segundos e 72ºC por três min. Foi realizada 

então uma pausa na reação para a adição 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). 

Após a adição dos primers externos, foram realizados os seguintes 

ciclos: 95ºC por cinco min, seguido de cinco ciclos de 95ºC por um minuto, 

63ºC por 30 segundos, 58ºC por 30 segundos e 72ºC por três min, e mais 35 

ciclos de 95ºC por cinco, 95ºC por um minuto, 55ºC por um minuto e 72ºC por 

três min, sendo então observado uma extensão final de 72ºC por sete min. 

Para se obter uma maior concentração de produto, um total de oito reações 

foram feitas sendo em seguida precipitadas com etanol absoluto sendo todas 

ressuspendidas em 50 μL de água ultrapura autoclavada (MilliQ®). Após 

verificação da banda específica em gel de agarose, o produto foi purificado kit 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®) 
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3.7. Preparação e clonagem do fragmento scFv  
 
 

3.7.1. Digestão com a enzima de restrição Sfi I 
 

Em seguida a purificação, que teve como objetivo eliminar o excesso de 

primers e sais da reação anterior, uma digestão do scFv foi realizada com o 

uso da enzima de restrição Sfi I. Todas as reações de digestão com a enzima 

foram realizadas neste trabalho de acordo com as recomendações do 

fabricante. Tendo sido observada a quantidade de DNA (fagomídeo e produto 

de PCR) a ser digerida, para 1 μg de material, uma unidade da enzima era 

adicionada ao tampão NE 1x (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 

1mM DTT, pH 7,9), juntamente com BSA 100x e água ultrapura autoclavada 

(MilliQ®) q.s.p.. O volume da reação era ajustado de acordo com a quantidade 

de amostra a ser digerida. Depois de montada a reação era levada ao 

termociclador por uma hora a 50ºC. 

 
 

3.7.2. Amplificação e digestão do fagomídeo pAK 100 
 
 

O fagomídeo utilizado neste experimento (pAK 100) foi recebido1 

liofilizado e está representado esquematicamente na figura 2. 

 

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

 

O material recebido foi ressuspendido em 100µl de água ultrapura 

autoclavada (MilliQ®) armazenado em freezer à -20ºC, até o momento de uso. 

Para realizar a amplificação do fagomídeo utilizou-se bactéria XL-10 Gold® 

ultracompetent (Stratagene®), após a realização de um protocolo de 

preparação e congelamento de células competentes, sendo estas inicialmente 

cultivadas em meio SOB [Triptona 2% (Oxoid®), extrato de levedura 0,5% 

(Oxoid®), NaCl 1M (Sigma®), KCl 1M (Sigma®)], a 37ºC por 16 horas, sob 

agitação. Em seguida, foi observada a D.O. (densidade ótica) em 

espectrofotômetro (Ultrospec 2000, GE Healthcare®) até atingir valor entre 0,5 

e 0,6, na leitura 600 nm. Neste índice, foi adicionado à cultura 1 mL de MgCl2 

(1M), gelado e mantido um repouso de 15 min. Uma centrifugação a 3600g, à 

4ºC por 12 min foi realizada, o sobrenadante descartado e foi adicionado a 

solução RF1 pH 5,8 (KCl 1M; MnCl2 4xH2O; KAC 0,5M pH 6,9; CaCl2 2xH2O 

1M e glicerol 15%-p/v), sendo o sedimento ressuspendido nesta. Uma nova 

centrifugação com as mesmas condições foi repetida e o sedimento foi 

novamente ressuspenso, desta vez com a solução RF2 (Na-MOPS 0,5M pH 7, 

KCl 1M; CaCl2 2xH2O 1M; glicerol), e em seguida o material foi aliquotado 
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(cerca de 50 µL) em microtubos. Estes foram congelados por imersão em 

nitrogênio líquido, e armazenados a -70ºC. 

Em seguida, foi realizada a transformação com pAK 100. As bactérias 

foram descongeladas em gelo, sem agitação, e foi adicionado 0,5 µg de pAK 

100. Após um repouso de 25 min em gelo, o material foi submetido a um 

choque de temperatura (37ºC por cinco min em banho-maria) e novamente 

mantido em gelo por dois min. Adicionou-se 50µl do meio LB (Luria-Bertani: 

triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) e novamente levado a um 

banho-maria 37ºC. 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 

(25µg/mL) e tetraciclina (10µg/mL). Após um período de 12 horas em estufa à 

37ºC, foi observado o crescimento pontual de algumas colônias bacterianas, 

que indicou uma inserção na XL-10 Gold®. Após a minipreparação do 

plasmídeo por lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001), foi realizada a digestão 

com a Sfi I para averiguar a integridade do fagomídeo. 

 
 

3.7.3. Ligação do scFv ao pAK 100 
 
Em seguida a digestão e purificação do fagomídeo e fragmento scFv 

digeridos, foi feita a ligação destes com a enzima T4 DNA ligase (Promega®). 

Para realizar a ligação foi adotada uma proporção de 1:3 na relação molar 

vetor/inserto. A concentração utilizada de cada um foi calculada por uma 

fórmula recomendada pelo fabricante: 

 

  
 
 

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

Com as quantidades adequadas à reação foi acrescido além do produto 

scFv e do fagomídeo (vetor), tampão 1x contendo 300mM de Tris-HCl pH 7,8, 

100mM de MgCl2, 100mM de DTT, e 10 mM de ATP, além de uma unidade de 

DNA ligase e água ultrapura autoclavada (MilliQ®) q.s.p.. A reação foi mantida 

em temperatura ambiente durante três horas.  
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3.7.4. Transformação da E.coli XL-1 blue (eletroporação) 
 
A próxima etapa foi realizar a eletroporação, com a cepa E.coli XL-1 

Blue (Stratagene®)1 sendo que antes realizou-se a preparação de 

eletrocompetência.  

Após semeadura em placa foi selecionada uma colônia isolada da bactéria, 

com alça de platina estéril e transferida para um tubo de vidro estéril contendo 

1mL de meio SOB (sem Magnésio) e então cultivada a 37ºC, sob agitação 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 37ºC com 

agitação moderada (200rpm) até atingir uma densidade óptica de 0,75, na 

leitura 550. A suspensão celular foi coletada em tubo de polipropileno estéril e 

resfriada por 30 min em gelo. O material foi então centrifugado a 4000g por 12-

15 min a 4ºC, sendo em seguida o sobrenadante cuidadosamente descartado. 

As bactérias foram ressuspendidas em volume igual ao original (250mL) de 

água ultrapura autoclavada (MilliQ®) gelada (50 mL por frasco) e novamente 

centrifugadas (4000g/12-15 min a 4ºC). Após o descarte do sobrenadante o 

sedimento foi ressuspendido em 250 mL de glicerol a 10% gelado e 

centrifugado com as condições citadas. Descartou-se cuidadosamente o 

sobrenadante e ressuspendeu-se as bactérias com o excesso de líquido que 

restou no tubo. Alíquotas de 90 μL foram distribuídas por microtubo e postas 

imediatamente em gelo seco, para estocagem a -80ºC. 

A eletroporação foi procedida no Laboratório de Fitopatologia2. Em 80 µL 

da célula eletrocompetente (E.coli XL-1 blue) adicionou-se de 1 a 2 µL da 

ligação, o material foi transferido para uma cubeta de eletroporação 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 µl de meio SOB e levado ao agitador a 37ºC, por 60 min. 

 

 

 

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

Biociências UNESP, Botucatu.  
2- Departamento da Defesa Fitossánitaria 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 cm2 com meio sólido não indutor ou “NE” [Non expression 

medium que contém o meio 2YT, triptona 1,6% (Oxoid®), extrato de levedura 

1% (Oxoid®), NaCl 0,5% (Sigma®), ágar bacteriológico 1% (Oxoid®), 1% de 

glucose e 25 µg/mL de cloranfenicol] e deixadas a temperatura ambiente por 

um período de 48-72 horas. Após esse período, observado o crescimento, as 

colônias foram contadas e raspadas com alça 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 -80ºC.  

   
   

3.8.  Expressão e seleção dos fagomídeos 
 

3.8.1. Expressão dos fagomídeos 
 

A expressão dos fagomídeos em bacteriófagos carreando a porção 

single chain fraction variable ou scFv compreendeu uma indução com isopropil 

– β – D – thiogalactopiranosideo (IPTG - Fermentas®), associando-se a uma 

“co-infecção” com o fago auxiliar ou Phage helper M13k07 (GE Health care®).  

Da cultura previamente armazenada retirou-se 100 µl que foram 

homogeneizados com 25 mL do meio N.E., e levados à estufa 37ºC sob 

agitação (220rpm) até atingir uma D.O. entre 0,5 e 1 (600nm). Adicionou-se 

então 1011 UFP (unidades formadoras de placa) do Phage helper, 37,5 µl de 

IPTG 1M (concentração final de 0,5 mM) e 50 mL do meio N.E., sendo 

novamente colocada em estufa, desta vez a 26ºC, sob agitação. Duas horas 

após o inicio da indução acrescentou-se Kanamicina (Invitrogen®) para atingir 

uma concentração final de 30 µg/mL. Com isso a cultura foi novamente deixada 

a 26ºC, sob a mesma velocidade de agitação por 16 horas.   

Posteriormente o material foi dividido em tubos de polipropileno (tipo 

Falcon) e centrifugado a 4000g, por 10 min a temperatura de 4ºC. O 

sobrenadante foi separado (cerca de 70 mL) e então precipitado com 20mL de 

uma solução de PEG-NaCl 5x (20% Polietilenoglicol 8000 p/v, NaCl 2,5M). A 

mistura foi então deixada por 30 min em gelo e centrifugada a 10000g, por 40 

min à 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 

30 mL de tampão PBS, onde também se adicionou 5,5 mL da solução de PEG-
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NaCl. Após um período de 20 min em gelo, 2 mL de PBS com 10% de glicerol 

foram utilizados para ressuspender o material. 

 
3.8.2. Seleção dos fagos expressando o scFv anti-CPV-2 (biopanning) 
 
A seleção dos fagomídeos foi realizada em microplacas rígidas de fundo 

plano do tipo Maxisorp (Nunc®). Uma linha (12 poços) foi sensibilizada com 200 

µL do CPV-2 purificado, diluído a 5 µg/mL em tampão carbonato-bicarbonato 

(T.C.B. 0,05mol/L pH 9,6), em câmara úmida, por 16 horas a 4ºC. O bloqueio 

foi realizado com leite em pó desnatado (L.P.D.) 10% em tampão carbonato-

bicarbonato, durante duas horas a 37ºC. Cinco procedimentos de lavagens 

foram realizados com PBS-tween, 300 µL/poço (PBS + 0,05% de Tween 20 - 

PBST), seguido de outras cinco lavagens com PBS para remover o excesso de 

detergente.  

O próximo passo foi diluir os bacteriófagos expressos em L.P.D. 2% (em 

PBS) e distribuir 200 µL por poço. A placa foi levada à estufa 37ºC por uma 

hora e 30 min. Após esse período 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 eluição dos bacteriófagos 

utilizou-se alteração de pH com uma solução ácida de glicina-HCl (0,1M; pH 

2,2). Com o objetivo de obter bacteriófagos com maior afinidade 200 µL foram 

adicionados no primeiro poço e imediatamente transferiu-se 195 µL para o 

segundo, deste transferiu-se 190 µL para o terceiro, assim sucessivamente até 

o décimo segundo poço. A solução restante em cada poço foi incubada por 10 

min. Novamente um total 200 µL da solução ácida foi aplicado ao primeiro 

poço, sendo todo o volume aspirado e passado ao segundo poço, desta forma 

sucessivamente até o décimo primeiro poço. Com isso obteve-se de cada 

processo de seleção dois grupos de bacteriófagos, um teoricamente com maior 

afinidade por ter ficado em maior contato com a solução (poço 11) e outro um 

pouco menos devido à passagem mais rápida (poço 12). Logo após, às 

soluções obtidas, foi adicionado Tris (2M) para neutralização do pH sendo 

então os bacteriófagos utilizados para reinfecção em E.coli XL-1 blue em fase 

de crescimento (D.O. entre 0,5 e 1 em leitura de 600 nm). Três seleções (P-1, 

P-2 e P-3) foram realizadas (figura 3), sendo que antes da realização 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. Titulação dos fagos expressando o scFv anti-CPV-2 
 
 
A titulação dos bacteriófagos foi realizada por plaqueamento de várias 

diluições (101 até 1012) em meio N.E. após a reinfecção na XL-1 blue, sendo 

esta definida pela contagem de colônias e correções de acordo com a diluição 

realizada. 
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3.9. Padronização do Phage-ELISA (bacteriófago como anticorpo primário).  

 

3.9.1. Teste inicial 

 

Inicialmente para a padronização do Phage-ELISA foi utilizada uma 

microplaca rígida e de fundo plano MAXISORP (NUNC®) sensibilizada com o 

5µg/µL (100 μL/poço) do parvovírus previamente purificado em Tampão 

Carbonato-Bicarbonato (TCB), e também com a célula CRFK na diluição de 

1/10 durante 16 horas a 4 °C em câmara úmida. Posteriormente, a microplaca 

foi lavada cinco vezes (Elx50TM – BIO-TEK) com PBS pH 7,4 adicionado de 

0,05% de Tween 20 (PBST). 

A solução de bloqueio foi preparada com 10% de leite em pó desnatado 

(LPD) em TCB e utilizada no volume de 200 μL/cavidade. A incubação durou 

uma hora a 37 °C em câmara úmida. Novamente, com o término da incubação, 

a microplaca foi lavada da mesma forma citada acima. 

Em seguida, adicionaram-se à placa três grupos de bacteriófagos 

expressos: um de fagos antes de realizar panning (P-0), e dois grupos obtidos 

após o segundo processo de seleção (P-2).  Os bacteriófagos foram diluídos 

em PBS, nas diluições de 1/5, 1/50, 1/500, 1/5000, 1/50000 e transferidos para 

a microplaca no volume de 100 μL/poço. Nesta etapa realizou-se um teste dos 

mesmos fagos e diluições em poços não sensibilizados, além dos controles de 

poços sem conjugado e o branco. Após um período de uma hora à 37ºC em 

câmara úmida 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 diluição 1:3000 

em PBST com 2% LPD, no volume de 100 μL/cavidade. A microplaca foi 

mantida a 37 °C durante uma hora em câmara úmida e ao final desse período 

foi lavada cinco vezes com PBST. Em seguida, 2,5 μL do substrato enzimático 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a 30% e 100 μL do cromógeno 

tetrametilbenzidina (TMB) a 10 mg/mL em dimetil sulfóxido (DMSO) foram 

diluídos em 10 mL do Tampão Citrato/Acetato 0,01 mol/L pH 6,0 e passados 

para a microplaca no volume de 100 μL/poço. A incubação durou 15 min em 
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temperatura ambiente (TA), sob agitação constante. A reação colorimétrica foi 

bloqueada com a solução de HCl 2 mol/L (50 μL/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 diluições 104 e 107, em solução de soro 

albumina bovina (BSA) 0,5% em PBST, foram testados em microplacas 

distintas (Maxisorp e Medisorp, Nunc®). Este ELISA envolveu também testes 

com três soluções 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 μL por 

poço. Todas as soluções foram também testadas com dois diluentes: tampão 

fosfato (PBS) e tampão carbonato-bicarbonato (TCB pH 9,0). Nesta fase as 

placas não foram sensibilizadas e o restante da reação foi realizado de maneira 

padrão. 

 

3.9.3. Teste dos grupos de fagos do terceiro panning 

 

Com um resultado mais adequado com relação à microplaca e à solução 

de bloqueio a serem utilizados, buscou-se então qual dos grupos de 

bacteriófagos teria maior afinidade pelo CPV-2. A microplaca Medisorp foi 

sensibilizada com 1μg/mL do vírus purificado e bloqueada com a solução de 

BSA a 0,5% em PBS por uma hora à 37ºC. Os fagos dos quatro grupos (P-3A, 

P-3B, P-3C e P-3D), foram diluídos em solução de BSA 0,5% em PBST, nas 

concentrações de 107, 106, 105, 104, 103, e distribuídos na placa que foi 

mantida em estufa a 37ºC 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 concentração de CPV e diluente do mesmo 

 

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

alterando a concentração de vírus, sendo testadas com 1, 2 e 4 μg/mL, diluído 
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em PBS e também TCB, com as concentrações de 109, 108, 107 e 106 

fagos/mL do grupo P-3C. O restante da reação obedeceu ao padrão pré-

definido.  

 
 

3.10.  Seleção ou screening e avaliação de clones  

 

3.10.1. Seleção dos clones por Phage-ELISA 

 

Com a microplaca Medisorp (NUNC®) sensibilizada com 4 μg/mL do 

CPV-2 em câmara úmida, à 4ºC, durante 16 horas, adicionamos 92 

bacteriófagos, previamente expressos, provenientes do grupo P-3C, diluídos 

1/100 em BSA 0,5% em PBST. O bloqueio da reação foi realizado com BSA na 

concentração de 1% diluído em PBS durante 1 hora e meia. Para o restante da 

reação foram obedecidos os padrões acima citados. 

Após serem escolhidos 10 fagos com maior afinidade, estes foram 

titulados por plaqueamento e expressos. Uma nova reação foi realizada com a 

concentração de 106 fagos/mL diluídos em BSA 0,5% em PBST. A reação de 

Phage-ELISA foi realizada, também com o objetivo de comparar a capacidade 

de ligação destes fagos com a célula CRFK, utilizada para o desenvolvimento 

do CPV-2. Desta forma a microplaca foi sensibilizada com o CPV-2 à 4 μg/mL e 

também com a CRFK (310 μg/mL) diluídos em PBS, tendo a reação seguido o 

padrão já mencionado. 

 

3.10.2. Avaliação dos clones selecionados por Phage-ELISA 

 

Para a avaliação 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 região adjacente ao 

local de inserção do fragmento scFv. Estes foram desenhados de acordo com a 

sequência do pAK 100 fornecida pelo Doutor Plückthun. Este PCR foi também 

realizado com a solução de reagentes “pronta para uso” (GoTaq® Green Master 

Mix, Promega®) sendo adicionado 200 ρmol de cada Primer e água ultrapura 
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autoclavada (MilliQ®) q.s.p., sendo as colônias aplicadas diretamente no master 

mix. A amplificação foi realizada em termociclador automático (Mastercycler 

Eppendorf®) e consistiu em uma etapa inicial a 95ºC por dez min, 34 ciclos 

repetidos de 95ºC por um min, seguido de 58ºC por um min e 72ºC por dois 

min, com um ciclo final de 72ºC por cinco min. Os produtos foram visualizados 

em gel de agarose 1,5% com brometo de etídio (0,5μg/mL) sendo observados 

em transiluminador UV. 

 

3.10.3. Seleção dos clones por PCR 

 

Com o resultado observado na amplificação das colônias dos clones 

selecionados, uma nova seleção foi feita desta vez com a técnica de PCR 

acima descrita. Partindo do mesmo grupo selecionado pelo Phage-ELISA (P-

3C) cinquenta colônias foram escolhidas aleatoriamente e diretamente 

aplicadas no master mix.  

Para averiguar o inserto amplificado realizou-se uma reação de 

sequenciamento com os produtos que apresentaram banda específica. Estes 

foram purificados empregando-se o kit comercial GFX PCR DNA and gel band 

(GE Healthcare ®). As reações foram realizadas em termociclador, de acordo 

com as instruções do Kit DYEnamicET Dye Terminator Cycle Sequencing 

(Amersham Biosciences®), utilizando 2,5ρmol do primers sense indicado no 

quadro 3. As reações de sequenciamento foram levadas então ao 

sequenciador ABI 377 (Applied Biosystems®), sendo em seguida analisadas, e 

traduzidas com as três fases de leitura possíveis, submetidas ao BLASTp e 

comparadas com as sequências depositadas nos bancos de dados.  

 

3.10.4. Phage-ELISA com os clones selecionados 

 

Os clones 2 e 32 foram então 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 4μg/mL do CPV-2 purificado, CPV-2 em cultivo 

celular (CPV-2+CRFK), e apenas a CRFK. O restante da reação seguiu o 

padrão pré-definido.  
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4. Resultados 
 

4.1.  Cultivo viral e titulação do Parvovírus canino-2 (CPV-2) 
 

Ao final do processo de cultivo viral, obteve-se cerca de 400 mL de 

material que foi utilizado para purificação. A titulação realizada forneceu um 

resultado de DICT50 = 106,87/mL. 

 

4.2. Purificação do Parvovírus canino-2 
 
 

O processo de purificação viral realizado nos forneceu frações do CPV-2 

purificado que foram selecionadas após pico na espectrofotometria a leitura 

nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, conforme evidenciado nas figuras 4 

e 5. As frações foram agrupadas em 4 sendo as concentrações de proteínas 

após dosagem pelo método de BCA: 418, 232, 189 e 151µg/mL. A primeira 

fração foi utilizada em todas as etapas de inoculação viral. As frações quando 

tituladas por hemaglutinação obtiveram um titulo de: 10240, 5120, 2560 e 160 

respectivamente. 
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FIGURA 4. Gráfico da leitura a 280 nm das frações 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. Gráfico da leitura a 260 nm das frações do CPV-2 purificado. 

 

4.3. Reação em cadeia da Polimerase (PCR) para o CPV-2 

 

Um total de sete alíquotas obtidas no processo de cultivo viral e após a 

purificação foram positivas na reação de amplificação do CPV-2, como 

evidenciado na figura 6. 

 
 
 
 
 
 

500bp 
750bp 

1000bp  
 
 

250bp  
 
 
 
 
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. Inoculação em camundongos (Mus musculus) 

 

Após a inoculação realizou-se o a titulação dos anticorpos anti-CPV pelo 

teste de inibição da hemaglutinação. Todos os animais testados apresentaram 

o mesmo título de 4096. 

 

 

4.5. Amplificação da cadeia leve (VL) e pesada (VH) da região variável 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. 

 
 
 

1       2 3        4       51       2 3        4       5 
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FIGURA 7 – Reação de amplificação 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 amplificação da cadeia 

leve, enquanto a 4 e 5 da cadeia pesada da região variável (seta). 
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4.6. Reação de junção dos fragmentos da cadeia leve e pesada – “SOE 

(splicing by overlap extension) – PCR 

 

Em seguida à amplificação das cadeias leve e pesada foi feita a reação 

de SOE-PCR, para a obtenção do fragmento scFv de aproximadamente 750bp. 

Na figura 8 se observa a reação de SOE-PCR e na figura 9 a reação após 

purificação. 

 1        2         3         4        5  
 
 
 
 800 bp 
 

600 bp  
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8. Reações 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 são duplicatas das reações realizadas. 

 
1             2       3          4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 9. Reações de “SOE-PCR” após purificação. A coluna 1, 2 e 3 são 

referentes às reações purificadas. Na coluna 4 se observa o DNA Mass ladder 

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

 

4.7.1. Amplificação e digestão do fagomídeo pAK 100 
 

A digestão do fagomídeo pAK 100 originou dois fragmentos distintos de 

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

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

2000 bp

4200 bp

 

FIGURA 10. Gel de agarose a 1% com o fagomídeo pAK 100 digerido. A seta 

indica o fragmento de 4200bp, que foi recortado para posterior ligação. O 

marcador de tamanho molecular utilizado é de 1 kb (Promega®) 

 
4.7.2. Transformação da E.coli XL-1 blue (eletroporação) 

 

O processo de eletroporação da E.coli XL-1 blue teve um rendimento 

total de 350 colônias, sendo que estas foram observadas após um período de 

crescimento de 48-72 horas.  

 

 

4.8.  Expressão e seleção dos fagomídeos 

 

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

A seleção realizada permitiu a obtenção de quatro diferentes grupos de 

fagos expressando o fragmento scFv. A titulação destes está demonstrada na 

tabela 1. 
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TABELA 1. Titulação dos grupos de fagos. 

 
Grupos de fagos Titulação 

P- 3A 4x1011 fagos/mL 
P- 3B 16x1010 fagos/mL 
P- 3C 4,4x1010 fagos/mL 
P- 3D 8x1010 fagos/mL 

 
 
 

4.9. Padronização do Phage-ELISA (bacteriófago como anticorpo primário) 

 

4.9.1.  Teste inicial 

 

O primeiro Phage–ELISA realizado obteve os resultados visualizados na 

figura 11. 
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FIGURA 11. Gráfico do primeiro Phage–ELISA realizado. O gráfico da 

esquerda é relativo à sensibilização da microplaca com CPV-2, e o da direita 

com a célula CRFK. Nesta reação utilizou-se diluição 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 presença de ruído (placa sem sensibilização) é 

destacada nas diluições de 1/5 no gráfico da esquerda, e 1/50 no gráfico 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 

sensibilização evidenciou uma melhor reação (menor D.O.) quando utilizada a 

placa Medisorp. Dentre as soluções de bloqueio testadas, a solução de BSA a 

0,5%, 1% e 2% foram as que melhor bloquearam as placas, sendo também 

mais eficientes quando diluídas em PBS. Assim foi adotado então o uso da 

placa Medisorp e da solução 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 está representado no gráfico da figura 12. 
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FIGURA 12: Gráfico relativo ao Phage–ELISA realizado para determinação do 

grupo com maior afinidade. A microplaca foi sensibilizada com 1 µg/mL de 

CPV-2 purificado, utilizando-se diferentes concentrações dos grupos de fagos. 
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4.9.4. Teste da concentração de CPV e diluente do mesmo 

 

Neste Phage–ELISA observou-se que o CPV-2 quando diluído em PBS 

apresentou maior D.O. em relação à diluição em TCB, não importando a 

concentração de bacteriófago (P-3C). O resultado deste teste também 

evidenciou a eficiência da reação de bloqueio, observada com relação aos 

valores obtidos quando a placa não foi sensibilizada (ruído). A Figura 13 é 

referente à parte dessa reação com a diluição do CPV-2 em PBS.  

 

0,5

0,2

0,1
0,1

0,6

0,2

0,1

0,1

0,7

0,3

0,2

0,1
0,1

0,1

0,0 0,0

0

0,7
 
 

0,6
 
 

0,5
 
 

0,4
 

0,1

0,2

0,3

9 8 7 6

log da concentração dos fagos

D
.O

.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1ug/ml 2ug/ml 4ug/ml Ruído
 
 
 
 

FIGURA 13: Gráfico da reação de Phage-ELISA. Três diferentes concentrações 

de CPV-2, diluídas em PBS, foram testadas, assim como diferentes 

concentrações (109, 108, 107, 106) do grupo P-3C. 
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4.10. Seleção ou screening e avaliação dos clones 

 

4.10.1. Seleção dos clones por Phage-ELISA 

 

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

escolhidos após a seleção. 
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FIGURA 14. Gráfico de reação de Phage-ELISA dos 10 fagos selecionados, na 

concentração de 106 fagos/mL. 

 

 

4.10.2. Avaliação dos clones selecionados por Phage-ELISA 

 

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

aproximadamente 2000 bp foi observado, como observado na figura 15. 
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2000 bp 

 

FIGURA 15. Produtos de amplificação observados na PCR para avaliação 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. Seleção 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.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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 verificação do inserto amplificado, a colônia que originou o clone 32 

foi submetida a uma minipreparação e digestão com a enzima de restrição Sfi I, 

após crescimento em meio NE. Na figura 17 observa-se a digestão com a 

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

 

 

 

4200 bp

750 bp
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FIGURA 17. Digestão realizada com o clone 32. Dois fragmentos são 

observados sendo um pertencente ao pAK 100 (4200bp) e o menor (750bp) 

referente ao inserto scFv 

 

O sequenciamento e análise da sequência traduzida proporcionaram a 

confirmação de que o produto amplificado é relativo à cadeia leve de 

imunoglobulina de camundongo (Mus Musculus), quando submetido a 

comparação no Blastp. Os aminoácidos iniciais correspondem ao domínio 

constante da cadeia leve tipo Kappa da sequência depositada no GenBank 

(AAT40963). Na figura 18 pode se observar o resultado obtido quando 

realizada a comparação de aminoácidos com auxilio do programa Mega 3.1, 

com análise no formato tipo NEXUS (PAUP 3.0/ Mac clade). 
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FIGURA 18. Alinhamento de aminoácidos realizado com o clone 32 e a 

sequência 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 reação 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. Gráfico da reação de Phage-ELISA com os clones 2 e 32. Duas 

concentrações diferentes de cada clone foram testadas (109 e 108), sendo 

testados com CPV-2 purificado, CPV em cultivo com a CRFK (CPV+CRFK) e 

apenas com CRFK. Por último, observa-se o ruído da reação. 
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5. Discussão 
 

A apresentação em fagos de diversos peptídeos é uma metodologia em 

franco desenvolvimento. As melhorias nesta tecnologia fizeram da produção de 

biomoléculas funcionais uma das principais ferramentas em busca de 

alternativas terapêuticas, técnicas avançadas de diagnóstico e estudos de 

interações de proteínas. A produção de fragmentos funcionais de anticorpo é 

um dos destaques desta tecnologia, devido à diversidade de geração de 

peptídeos que se obtém e a possibilidade de seleção dos anticorpos de 

interesse. Para a realização deste projeto nós associamos os benefícios desta 

técnica a uma grande dificuldade ainda existente na Medicina Veterinária, que 

é a escassez de anticorpos específicos para os patógenos animas. 

A escolha em se trabalhar com o CPV-2 (parvovírus canino tipo 2) 

ocorreu por diversos aspectos. Um deles diz respeito à capacidade mutagênica 

do vírus, hoje considerado um importante modelo de evolução viral, que é 

surpreendentemente grande, sendo a substituição de nucleotídeos similar a de 

alguns vírus RNA (Badget et al., 2002; Nakamura et al., 2003; Martella et al., 

2005; Pereira et al., 2007). Diversas destas mutações ocasionaram importantes 

mudanças em aminoácidos, principalmente na proteína VP-2 do capsídeo viral, 

e geraram as novas variáveis antigênicas 2a, 2b e 2c (Truyen, 2006; Martella et 

al., 2006). O desenvolvimento de painéis de anticorpos monoclonais é 

importante para a detecção destas mutações, já que muitas ocorrem 

justamente em sítios de reconhecimento de anticorpo (Yuan e Parrish, 2000). 

Além disso, o uso destes painéis pode ser realizado com técnicas simples 

como a inibição da hemaglutinação e o teste de neutralização 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 imunodiagnóstico e com o uso em alternativas 

terapêuticas. Neste estudo buscamos a produção, 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 têm descrito o uso da apresentação de anticorpos ou 

peptídeos em fagos contra agentes infecciosos virais veterinários. 

Recentemente, um estudo utilizando Phage Display produziu anticorpos fita 

simples (scFv) contra o vírus da Febre Aftosa (Foord et al., 2007). Sapats e 

colaboradores (2003; 2005; 2006) já produziram sinteticamente fragmentos de 

anticorpos contra o vírus da Doença de Gumboro, e vêm conduzindo diversos 

estudos com esta técnica. Em um trabalho relacionado a um importante 

patógeno de aves, o vírus da Doença de Newcastle, Ozawa e colaboradores 

(2005) detectaram em uma biblioteca de peptídeos expressos em fagos, três 

clones ligantes ao vírus. No Brasil, Givisiez e colaboradores (2004) também 

utilizaram a apresentação de fagos para produção de scFv contra o vírus da 

bronquite infecciosa das galinhas.  

Com relação ao CPV-2, até o presente momento não foram publicados 

trabalhos utilizando Phage display. Recentemente Nelson e colaboradores 

(2007) obtiveram fragmentos Fab, por digestão de anticorpos monoclonais com 

papaína e posterior purificação por cromatografia em gel. Os autores 

observaram diferenças no padrão de neutralização entre os fragmentos Fab, 

apesar de todos eles se ligarem ao mesmo local específico no capsídeo viral. 

As diferenças foram relacionadas a interações específicas entre o Fab e o 

capsídeo, e não apenas ao fato de ocorrer a ligação 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 expressão. Os autores observaram por ELISA e pelo teste de neutralização 

viral, que os scFv expressos se ligaram com a mesma especificidade, e ambos 

neutralizaram o CPV. A única diferença foi uma menor avidez dos scFv 

observada pelo ELISA, porém essa diferença pode ser explicada pelo fato da 

IgG ser bivalente em comparação com o scFv. A inibição da hemaglutinação 

(HI) também foi testada sendo que um dos fragmentos não foi capaz de inibir 

em comparação aos anticorpos, provavelmente devido ao tamanho ou a 

valência do complexo de ligação.  

Nós optamos por sintetizar uma biblioteca de scFv proveniente de 

camundongos imunizados com parvovírus. A opção por se obter uma 

“biblioteca imune” levou em consideração a possibilidade de se obter clones 



 
_______________________________________________Discussão 

46

específicos ao antígeno inoculado, já que anticorpos específicos estão 

enriquecidos e passam por um processo de maturação in vivo pelo sistema 

imune do animal. (Benhar, 2001; Willats, 2002). Para isto, foi necessário 

estabelecermos o cultivo em larga escala e purificação do CPV-2. A purificação 

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 parvovírus canino. 

Algumas estirpes de CPV-2 foram produzidas em cultivo celular e antes do 

processo de imunização realizaram purificação por ultracentrifugação. O 

processo de purificação para a imunização e obtenção de anticorpos 

específicos é descrita com outros agentes. Dai e colaboradores (2003) isolaram 

e purificaram o vírus da Síndrome de Manchas Brancas, para em seguida 

realizarem o processo de imunização. Outra forma de obtenção de proteínas é 

a expressão em vetores específicos, com subseqüente purificação por 

cromatografia, que podem ser utilizados tanto para imunização como em 

seleção de bibliotecas não imunes (Suzuki et al., 2007; Williams et al., 2007).  

Em nosso trabalho as análises de hemaglutinação com hemácias de suíno, 

PCR com primers específicos para o CPV-2, e a espectrofotometria 

demonstram a presença do CPV-2 nas frações obtidas durante o processo de 

purificação viral. 

A linhagem de camundonos High seleção IV-A é considerada de bons 

produtores de anticorpos como descrito por Ibanez e colaboradores (1988).  

Um grande número de técnicas pode ser utilizado para averiguar se a 

imunização foi bem sucedida. Em nosso trabalho, optamos por realizar a 

inibição da hemaglutinação, uma técnica de simples realização, que nos 

mostrou uma resposta adequada. McCaw e Hoskins (2006) descrevem a 

inibição da hemaglutinação como uma boa técnica para se detectar a presença 

de anticorpos contra o CPV-2. A detecção de uma resposta adequada também 

pode ser realizada por ELISA (Givisiez et al., 2004) e dot blot (Dai et al., 2003). 

A construção de nossa biblioteca de fagos gerou um número de 3,5x102 

clones. No trabalho de Krebber e colaboradores (1997), os autores 

descreveram uma biblioteca de 6x106 clones obtidos de camundongo inoculado 

com ampicilina. Outros autores descrevem também um número em torno de 
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107 clones em sua biblioteca (Dai et al., 2003; Sapats et al., 2003; 2005; Foord 

et al., 2007). O baixo rendimento da biblioteca inicial é um dos problemas mais 

comuns quando da realização de uma técnica de apresentação em anticorpos 

(Russel et al., 2004). Brígido e Maranhão (2002), relatam que dentre as 

estratégias para se ter uma biblioteca inicial igual ou superior ao repertório 

imune (cerca de 107 clones), se destacam a melhor eficiência de transformação 

e de amplificação dos genes variáveis de anticorpos. O set de primers proposto 

por Krebber e colaboradores (1997), e utilizado por nós, é capaz de amplificar 

todas as seqüências VH, Vλ e Vκ de camundongo, descritas no Kabat data 

base. A amplificação dos fragmentos da cadeia leve e pesada teve um 

resultado satisfatório (Figura 7), em todas as reações foi obtido uma 

quantidade adequada de produto, quando analisado comparativamente, em gel 

de agarose. Já Deng e colaboradores (2003), que empregaram o mesmo 

sistema (pAK 100) relataram problemas, tendo que utilizar toda a reação de 

cDNA para a obtenção de produto de PCR suficiente para continuidade do 

protocolo. As reações de SOE-PCR realizadas também foram bem sucedidas. 

Um problema observado, e que pode ter contribuído para o pequeno número 

de clones gerados em nossa biblioteca, foram as duas etapas de purificação, 

antes e após a digestão. Mesmo em várias tentativas, a quantidade de DNA 

observada após as purificações era pequena (5-10 ng/µl). Diversas alternativas 

foram testadas, desde protocolos de precipitação 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 realização de um 

pool de reações, que foram precipitadas e em seguidas ressuspendidas em um 

único tubo. Mesmo com esse procedimento, uma recuperação inferior a 90% 

do valor indicado no kit de purificação foi observada. Assim uma baixa 

quantidade de DNA pode ter interferido na eficiência da transformação 

realizada ou mesmo a eletroporação não ter sido eficiente, gerando um 

pequeno número de colônias transformantes. 

Outro fator interessante observado em algumas etapas foi o tempo de 

crescimento da E.coli XL-1 blue (Stratagene®) após plaqueamento. Diversos 

autores descrevem o procedimento de coleta das colônias para 

armazenamento após um período de crescimento overnight em temperatura 
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ambiente (Krebber et al., 1997; Deng et al., 2003). Em nosso estudo a 

visualização das colônias em temperatura ambiente ocorreu após um período 

mínimo de 48 horas. A possível inconstância de temperatura em nosso 

ambiente não climatizado foi aventada e testamos o crescimento em estufa 

com três temperaturas diferentes: 22, 25 e 28 ºC. Apenas nesta última o 

crescimento foi um pouco mais rápido (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) à 30ºC. 

Outros autores também relataram crescimento a esta temperatura, porém com 

cepas diferentes de E.coli (Sapats et al., 2006).  

Após a padronização o Phage – ELISA evidenciou qual grupo de fagos 

havia sido mais eficiente após o terceiro panning. Os fagos do grupo P-3C 

foram então escolhidos e submetidos a um screening por Phage-ELISA e em 

seguida por PCR. Da seleção realizada com o primeiro foi possível a escolha 

de 10 clones com uma maior densidade ótica. Porém quando se amplificou os 

clones foi observado que todos eles apresentaram um tamanho não 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 

não foram satisfatórios apresentando baixos valores de densidade ótica. Com 

isso optou-se pela seleção dos clones com a PCR descrita a partir de 50 

colônias escolhidas aleatoriamente.  

Foi observada então a amplificação 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, e mesmo 

obtendo um pequeno trecho de seqüência que foi compatível com a cadeia 

leve de imunoglobulina, optamos por não analisá-la. A sequência do clone 32, 

apresentou similaridade a uma sequencia de anticorpo monoclonal depositada 

no GenBank (Figura 16). Nesta reação também foram observados produtos 

com tamanho não condizente ao esperado, possivelmente os mesmos da 

primeira reação, sendo que estes também serão sequenciados para que seja 

possível uma identificação. A porcentagem de clones específicos para o CPV-2 

obtidos a partir de colônias escolhidas aleatoriamente (4%), foi inferior ao 

demonstrado por Foord e colaboradores (2007), que após 4 ciclos de panning 
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obteve 33 clones em 96 colônias (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 antígeno inoculado. Em ambos os trabalhos, 

os autores realizaram 3 ciclos de panning. Dai e colaboradores (2003) 

detectaram 40% de colônias positivas por ELISA após ter realizado 3 seleções 

com o antígeno viral. Apesar de serem diferentes sistemas de expressão, e 

termos realizado o teste screening por PCR, a maior diferença observada entre 

o nosso estudo e os acima citados foi o rendimento da biblioteca inicialmente 

alcançados.  

Os estudos envolvendo o emprego de anticorpos apresentados em 

bacteriófagos vêm ganhando destaque a cada dia, e abrange diversas áreas da 

ciência. A possibilidade em se obter biomoléculas com certa facilidade, no que 

diz respeito à realização da técnica, impulsiona diversos estudos. Alternativas 

terapêuticas com o uso destas moléculas têm 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 bacteriófago ser recombinado para o formato de uma IgG1κ humana e ser 

aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em terapia anti-

reumática, levou a uma validação das tecnologias de apresentação em fago 

(Filpula, 2007). Os maiores avanços nos mecanismos de neutralização viral, 

inclusive relativos ao CPV-2, levam a crer que a terapia com anticorpos 

monoclonais recombinados provenientes de técnicas de apresentação como o 

Phage display, também possa alcançar uma realidade buscada. A utilização 

destes fragmentos tem outras indicações como o mapeamento de epítopos, 

avanços nas tecnologias de produção de vacinas, o screening de receptores 

celulares, também são importantes linhas de pesquisa com a metodologia. 

Além disso, atualmente o conhecimento da farmacocinética dos fragmentos 

scFv está bem avançada. Vias de administração e de eliminação, e melhorias 

na resistência dessas proteínas no organismo estão sendo bem definidas. Os 

avanços na Medicina Humana podem ser estendidos para a Medicina 

Veterinária, que ainda apresenta, por exemplo, carência de anticorpos 
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específicos para determinados agentes microbiológicos e proteínas diversas, o 

que é um fator limitante para o desenvolvimento de pesquisas.  

Essas probabilidades de evolução na pesquisa de anticorpos 

recombinantes nos levou a produção de clones de scFv expressos em fagos. 

Alguns passos serão ainda buscados, como a expressão destes fragmentos de 

forma solúvel, a utilização deste em algumas técnicas de imunodiagnóstico e 

futuramente terapia específica para o CPV-2 

Frente a essas observações a realização deste estudo visou a produção 

de clones específicos de fragmentos de anticorpo anti-CPV-2, obtendo 2 clones 

com fenótipo e genótipo característicos. 
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6. Conclusão 
 

 A técnica de Phage Display realizada com base no fagomídeo pAK100 

foi empregada com sucesso para a expressão de 2 fragmentos de anticorpos 

contra o Parvovírus canino-2. 
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Oligonucleotideos (“primers”) utilizados para a amplificação da cadeia 
leve (VL) e pesada (VH) da região variável dos anticorpos 

 
Seqüência dos primers que constituem o pool que  cadeia leve (reverse): 

 
LB1 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATC Cag CTg ACT CAg CC 3’ 
 
LB2 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTT CTC WCC CAg TC 3’ 
 
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 ATg ACM CAg TC 3’ 
 
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 ATg AYD CAg TC 3’ 
 
LB8 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATY CAg ATg ACA CAg AC 3’ 
 
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 CTS ACC CAA TC 3’ 
 
LB11 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT STR ATg ACC CAR TC 3’ 
 
LB12 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY RTT KTg ATg ACC CAR AC 3’ 
  
LB13 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACB CAg KC 3’ 
 
LB14 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATA ACY CAg gA 3’ 
 
LB15 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACC CAg WT 3’ 
 
LB16 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT gTg ATg ACA CAA CC 3’ 
 
LB17 – 5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAY ATT TTg CTg ACT CAg TC 3’ 
 
LBλ -5’ gCC ATg gCg gAC TAC AAA gAT gCT gTT gTg ACT CAg gAA TC 3’  
 
 



 

Seqüência 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 ACC ACg TTT CAg CTC CAg CTT gg 3’ 
 
LF λ - 5’ ggA gCC gCC gCC gCC AgA ACC ACC ACC ACC AgA ACC ACC 
ACC ACC ACC TAg gAC AgT CAg TTT gg 3’ 
 
 
Seqüência 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 
CAg gAg TC 3’ 
 
HB2 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTB CAg CTB 
CAg CAg TC 3’ 
 
HB3 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTg CAg CTg 
AAg SAS TC 3’ 
 
HB4 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTC CAR CTg 
CAA CAR TC 3’ 
  
HB5 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTY CAg CTB 
CAg CAR TC 3’ 
 
HB6 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC CAg gTY CAR CTg 
CAg CAg TC 3’ 
 
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 
gAA TC 3’ 
 
HB9 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAV gTg AWg YTg 
gTg gAg TC 3’ 
  



 

HB10 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg CAg SKg 
gTg gAg TC 3’ 
 
HB11 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAK gTg CAM CTg 
gTg gAg TC 3’ 
 
HB12 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg AAg CTg 
ATg gAR TC 3’ 
 
HB13 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg CAR CTT 
gTT gAg TC 3’ 
 
HB14 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAR gTR AAg CTT 
CTC gAg TC 3’ 
 
HB15 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAA gTg AAR STT 
gAg gAg 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 
CAg CAR CC 3’ 
 
HB18 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAT gTg AAC TTg 
gAA gTg TC 3’ 
 
HB19 - 5’ ggC ggC ggC ggC TCC ggT ggT ggT ggA TCC gAg gTg AAg gTC 
ATC gAg TC 3’ 
 
 
Seqüência dos primers que constituem o pool que amplificam a cadeia pesada 
forward: 
 
HF1 – 5’ ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AAA Cgg TgA CCg Tgg T 3’ 
 
HF2 - 5’ ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AgA CTg TgA gAg Tgg T 3’ 
 
HF3 - 5’ ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg CAg AgA CAg TgA CCA gAg T 3’ 
 
HF4 - 5’ ggA ATT Cgg CCC CCg Agg CCg Agg AgA Cgg TgA CTg Agg T 3’ 
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