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Eu, O Tempo, O Sonho e O Caminho

Quando, desde a infancia, dias e noites sonhava, nunca imaginei que uma utopia
tdo distante tomaria forma. Quando levantei meus olhos e entendi que caminhava sozinho,
que isso significaria pagar precos. Caminhei, e o fiz como op¢do de dias melhores. Caminhei
em busca de uma ciéncia desconhecida, porém idealizada. Um saber o qual eu ndo conhecia, mas os
sébios poderiam um dia me ensinar. Caminhar em direcdo a eles era o desafio, mas onde encontra-los?

Quanto mais distantes eram os percursos, mais eu tentei olhar para frente e ndo perder a firmeza dos pés e
da forca que me impulsionava a caminhar. Os erros sucessivos, as noites em claro, as noites nem dormidas,

nas quais a cama e o travesseiro foram parceiros de solidgo e questionamentos, tudo fez parte. Aos tantos

amigos e inimigos do caminho, aos amigos a parceria e a vontade de dar a eles um pedacgo da conquista,

aos inimigos o agradecimento, porque com ira deles eu aprendi que caminhar ndo depende de
obstaculos, depende de vontade e de forca, eles foram estimulos. Aos amigos, como néo
vé-los, como ndo reconhecé-los, como ndo dividir com eles o pddio? Houve dias em
que a soliddo me consumiu, em que o desespero me fez quase desistir
do sonho dos dias de crianca e adolescéncia. A infancia dos tempos dificeis,
da vida pequena vendo os grandes, e do sonho de um dia poder ndo ser mais um
qualquer. De todos os passos, e sonhos, e longos caminhos, e fracassos, e éxitos, e podio,
resta apenas um reconhecimento. Que o caminho foi percorrido porque houve alguém que ouviu

minha voz no meu siléncio de panico, que me chamava cada dia mais pra préximo dizendo que me via ¢

iria comigo caminhar. Soube que o Senhor me amava e me ensinou com tudo isso que ndo sou senhor de
mim, nem de minhas utopias, nem de minhas buscas, muito menos de minhas longas caminhadas. O senhor
merece meu reconhecimento, minha gratiddo desenvolvida em dias negros que como mégica se tornaram

claros. Aprendi que o senhor me ama, e quis tudo isso, para que no percurso eu o visse.

A Deus toda a minha gratiddo pelos parceiros colocados
para partilhar a caminhada.
Meu reconhecimento porque o Senhor os doou a
mim nos dias certos, em momentos exatos. Foram t&o exatos

que me permitiram chegar aqui hoje.
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Ao Senhor, Deus e Amigo Incondicional.
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Registros indicam o género Bothrops como responsavel por 90,5% de
todas as picadas de serpentes peconhentas no Brasil (MANUAL DE
DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DE ACIDENTES POR ANIMAIS
PECONHENTOS 1999). O envenenamento botropico caracteriza-se por
inflamacé&o, edema e necrose na regido da picada com extenso dano tecidual
local, e também efeitos sistémicos, tais como: hemorragias, desfibrinogenacéo e
trombocitopenia, podendo levar a faléncia renal (GUTIERREZ & LOMONTE 1989;
MANDELBAUM et al. 1989; GUTIERREZ 1990).

A distancia entre o local do acidente e o local onde ocorre o atendimento
especializado torna o acidente fatal. A demora na administragdo do anti-veneno
causa os danos citados. Além disso, ha maioria dos casos, a espécie responsavel
pelo envenenamento raramente € identificada.

Estudos tém demonstrado a presenca de antigenos comuns nas peconhas
ofidicas de diferentes familias, géneros ou espécies. Sendo assim, as peconhas
podem estar relacionadas entre si, farmacologica e/ou estruturalmente, e isso
permite a consequente neutralizacdo por anti-veneno heterélogo (MENEZ 1985).
Dentre os trabalhos envolvendo o tema, alguns tém indicado a composicao ideal
de antigenos para a producdo de anti-venenos (GRASSET et al. 1956;
THEAKSTON & REID 1979), pois a presenga ou ndo de componentes comuns
nas peconhas de espécies do mesmo género faz com que as peconhas de certas
espécies sejam indispensaveis nas formulacdes antigénicas, enquanto outras se
tornam redundantes. Assim, para se obter um anti-veneno efetivo, é importante
conhecer a composicdo antigénica das peconhas das serpentes (CAMEY et al.
2002).

Em geral, a producédo de anti-venenos brasileiros é feita por imunizacéo de
cavalos, na qual o antigeno é preparado com uma mistura de adjuvante e
peconhas do mesmo género (monoespecifico) ou de géneros diferentes
(poliespecifico). A alta toxicidade desta mistura causa varios danos ao organismo
animal, sendo que em torno de 10% destes animais morrem durante o processo
(RIBEIRO et al. 1993).

Além disso, ocorre o contato do organismo da vitima de envenenamento
com uma grande quantidade de imunoglobulinas heterdlogas, muitas delas sem
acdo sobre a peconha (THEAKSTON & REID 1983). Por consequéncia, ha



aumento nas possibilidades de choque anafilatico, doenca do soro e efeitos
adversos (WAGSTAFF 2006).

Em virtude dos fatos mencionados acima, métodos alternativos para se
obterem anticorpos neutralizantes de toxinas ofidicas, que apresentem reatividade
cruzada com o0s varios componentes da peconha, e despertem baixas ou
nenhuma resposta imune ao organismo humano e, ainda, que nao utilizem
animais em sua producao, apresentam um elevado valor.

Neste contexto, optamos por produzir uma biblioteca de anticorpos
combinatoriais especificos contra toxinas da peconha da serpente Bothrops
pauloensis. Este trabalho permitiu a selecado de anticorpos monoclonais tipo scFvs
especificos aos diferentes tipos de toxinas presentes na peconha, o que viabiliza
melhorias na purificacdo e caracterizacdo de toxinas ainda ndo descobertas, e
também na neutralizacdo de efeitos tdxicos. Um monoclonal scFv pode ser
especifico a vérias toxinas diferentes presentes na peconha; assim, a quantidade
de moléculas neutralizantes € minima, porém o espectro de neutralizacdo é
amplo. Com isso, torna-se reduzida a quantidade de moléculas heterdlogas com

as quais as vitimas de envenenamentos entram em contato.
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1. As serpentes e 0 homem

Na percepcao filosofica, o mito d4 sentido a vida, tem como base a religido
e a funcdo de fundamentar um povo. A partir disso, € possivel entender a
presenca de serpentes inseridas na cultura. Como simbologia grega, a serpente
representou sabedoria e medicina, pela qual é adotada até hoje. Ja no Egito, Isis,
deusa simbolo da familia, transformou-se numa serpente; contudo, no Génesis
biblico, a serpente é associada a imagem de for¢cas malévolas, apds corromper o
homem estimulando-o a procurar sabedoria no Eden. Porém, a mesma Biblia cita
gue a serpente foi adorada pelos judeus entre o reinado de Juda a Ezequiel. Ela
estava presente na entrada de templos Incas e Maias, era considerada guardia e
deusa na forma de serpente emplumada.

As serpentes, como animais da fauna, tém seu grande papel de equilibrio
ambiental, no controle de pragas, tais como roedores, e mesmo na predacdo de
superpopulagdes de anfibios. Contudo, estes animais podem invadir espacos
ocupados pelo homem, causando consequéncias graves. No geral, as serpentes
estdo presentes principalmente em locais onde existem muitos roedores, por
acumulo de lixo ou por armazenamento de gréos; a esses locais o ofidio vai em
busca de seu alimento. Quando animais domésticos ou humanos invadem o
habitat natural das serpentes, elas, ao serem ameacadas, atacam; normalmente,
isso ocorre em locais de vegetacao alta e a noite, quando os ofidios estdo se
alimentando. Em campos de cultura (arrozais, cafezais etc.) e locais onde ha
desequilibrio ecolégico, a auséncia de predadores promove um aumento na
populacdo ofidica e, consequentemente, um aumento de acidentes (BOFF &
MARQUES 1996).

2. Acidentes ofidicos

Existem hoje no Brasil 357 espécies de serpentes catalogadas, das quais,
54 sdo peconhentas e, destas, 27 sao da familia Elapidae (cobras corais) e outras
27 pertecem a familia Viperidae (vibora com fosseta), dentre estas, 22 sédo do
género Bothrops (SBH 2008). Esses animais possuem acentuada importancia a
saude publica em virtude do grande nimero de pessoas envolvidas em acidentes
ofidicos, também pela gravidade das lesdes deixadas por eles, pois apresentam

indices significantes de morbidade e mortalidade. Por meio de dados enviados a



Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) do Ministério da Saude, no periodo de
janeiro de 1990 a dezembro de 1993, observa-se que acidentes envolvendo o
género Crotalus sdo os mais letais (1,87% de letalidade) e ocorrem com
incidéncia de 7,7%. Enquanto isto, os géneros Lachesis e Micrurus apresentam
ofidismos com letalidades de 0,95% e 0,36% e, incidéncias de 1,4% e 0,4%,
respectivamente. Apesar da baixa letalidade observada para o género Bothrops
(0,31%), acidentes com estes animais possuem alta incidéncia (90,5%) (FIGURA
1) (MANUAL DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DE ACIDENTES POR
ANIMAIS PECONHENTOS, 1999). Assim, algumas empresas e pesquisadores de
areas médicas procuram ampliar e melhorar as formas diagnésticas e

terapéuticas para os casos de ofidismo.

_ Bothrops 90,5%

Micrurus 0,4%
Crotalus7,7% -

Lachesis 1,4%

Figura 1 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos no rasil (1990 — 1993), segundo o género da serpente
causadora do acidente. FONTE: MINISTERIO DA SAURHOQ1.

3. Alteragdes clinicas do envenenamento

Serpentes da familia Elapidae possuem peconha altamente neurotoxica
que pode causar morte por bloqueio da transmissdo neuromuscular. De outro
lado, peconhas das familias Viperidae e Cratalidae causam edema, choque,
necrose tecidual, coagulacédo intravascular, hemorragias local e sistémica
(NIEWIAROWSKI et al. 1994).

As principais alteracdes sistémicas presentes no envenenamento botropico
sdo representadas por distirbios na hemostasia, 0os quais compreendem

alteracbes na agregacdo plaquetaria, distirbios na coagulacdo e deplecdo do



fibrinogénio (HATI et al. 1999). Além disto, pode ocorrer sudorese, hipotensao
arterial e hipotermia. No local da picada, ocorre dor, edema persistente de grau
variavel, geralmente de instalagdo precoce e carater progressivo. E comum o
surgimento de equimoses e hemorragias, além da instalacdo de bolhas durante a
evolucdo do quadro clinico, podendo estas se associarem a necrose (CARDOSO
1997). Os fatores determinantes da gravidade dos efeitos locais sdo a quantidade
de peconha inoculada, o tempo entre a picada e o inicio da soroterapia, peso e
idade do acidentado, regido anatébmica onde ocorreu a picada e uso ou ndo de
torniquete (FRANCA 1997).

4. A peconha botropica

A constituicdo das peconhas de serpentes varia entre espécies, sendo
formadas por misturas complexas de compostos organicos e inorganicos. Como
exemplos de compostos inorganicos, temos: magnésio, cobre, calcio, ferro,
potassio, sodio, fosforo, manganés, zinco e cobalto. Alguns destes, como zinco,
ferro, cobre e cobalto, apresentam funcdes relacionadas com mecanismos
cataliticos de determinadas enzimas presentes na peconha, como as
metaloproteases (BJARNASON & FOX 1994). As moléculas organicas da
peconha sdo carboidratos (em glicoproteinas), lipidios (fosfolipidios), aminas
biogénicas, aminoacidos e nucleotideos (BJARNASON & FOX 1994); contudo, a
maior parte, entre 90 a 95% do peso seco da peconha, € de origem protéica
(MARKLAND 1998a).

Peptideos e proteinas conferem a pegonha efeitos biolégicos locais e
sistémicos complexos, que podem ser resultantes da acdo de moléculas isoladas
ou do efeito sinérgico entre varias moléculas. Destes componentes, diversas
funcBes sdo conhecidas, porém ainda ha moléculas a serem desvendadas tanto
estrutural quanto funcionalmente (WARRELL et al. 1989). Um resumo dos
principais componentes da peconha botropica sdo apresentados na Tabela 1.
Numerosas ac¢Oes fisiopatoldgicas da peconha estdo hoje bem caracterizadas
(FRANCA & MALAQUE 2003) e isto pode ser observado no envenenamento
botrépico, no qual sdo descritas trés atividades principais: hemorragica,
coagulante e proteolitica (ROSENFELD 1971).



Vérias toxinas com caracteristicas bioguimicas distintas sao responsaveis
pela atividade proteolitica da peconha, estas proteases podem agir sob a vitima
degradando suas proteinas teciduais, de maneira ndao especifica e clivando

proteinas plasmaticas de forma especifica.

Tabela 1: Principais compostos Bioquimicos da pecba Botropica. Algumas fracBes protéicas, nao-
protéicas e peptidicas identificado na peconhageeates do géneothrops.
Adaptado de lwanaga &Suzuki (1979); Markland (998).
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Os produtos destas reagfes, no geral, sdo compostos que apresentam
potente efeito na hemostasia (MATSUI et al. 2000). Alguns compponentes da
peconha contribuem com a atividade inflamatoria, e suas principais
representantes séo: fosfolipase A2, esterases, aminas biogénicas do tipo
histamina, cininogenases, peptideos potenciadores de bradicinina (IWANAGA &
SUZUKI 1979). As toxinas capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e fatores
da coagulacdo sdo as responsaveis pela atividade sobre a coagulacdo, elas
promovem a formacao de fibrina intravascular e consumo do fibrinogénio. J4 a

atividade hemorragica provem da acdo de hemorraginas (geralmente



metaloproteinases) que rompem o endotélio vascular por degradacdo da matriz
extracelular.

As peconhas ofidicas sé@o constituidas por uma variedade de toxinas
distintas, no entanto, as proteases e fosfolipases A, sdo as principais
responsaveis por grande parte dos efeitos toxicos observados. Serinoproteases e
metaloproteases estdo entre as principais classes de proteases presentes em
peconhas de serpentes, estas toxinas sdo assim classificadas com base em suas
estruturas. As fosfolipases A, desencadeiam uma série de alteracdes
patolégicas onde se destacam os efeitos sobre a hemostasia, mionecrose e
edema. Fosfolipases A; (PLA;) sdo enzimas lipoliticas que clivam especificamente
a ligacdo sn-2-acil dos fosfolipideos de membrana para produzir quantidades
equimolares de lisofosfatideos e acidos graxos livres, principalmente, o acido
araquidénico. Estes produtos, entdo, tornam-se disponiveis para a conversdo em
potentes mediadores proinflamatérios, como o fator ativador de plaquetas e os
eicosanoides (DENNIS 1978; CHANG et al. 1987). As fosfolipases A, apresentam
similaridades estruturais entre si que variam de 40 a 99% (KINI; 2003).

As serinoproteases podem representar até 20% do conteudo protéico de
algumas peconhas das familias Viperidae e Crotalidae (WISNER et al. 2001).
Estas toxinas sao sintetizadas na forma de zimogénio, em geral, sdo enzimas
constituidas por um niumero médio de 235 aminoacidos; dos quais, 6 consistem
em cisteinas, e 5 (ITOH et al. 1988) ou 12 (BRAUD et al. 2000) formam pontes
dissulfeto. Muitas serinoproteinases encontradas na pec¢onha botrépica possuem
atividade tipo trombina (“thrombin like”) (KAMIGUTI & SANO-MARTINS 1995).

A conversao do fibrinogénio em coagulos de fibrina pela acdo da trombina
€ 0 evento central na coagulacdo sanguinea. O fibrinogénio € uma glicoproteina
plasmatica sollvel, formada por trés pares de cadeias ndo-idénticas A-a, B-B e y,
com massas moleculares de 63.500, 56.000 e 47.000 Da, respectivamente
(MARKLAND (2) 1998). A conversao do fibrinogénio em coagulo de fibrina pode
ser dividida em trés etapas: a primeira etapa consiste na protedlise do
fibrinogénio, que ocorre por meio da hidrélise das cadeias A-a e B-, resultando
na liberacdo de pequenos fragmentos denominados fibrinopeptideos A e B,
respectivamente. Em seguida, ocorre a polimerizacdo dos mondémeros liberados

pela trombina, possivelmente em consequéncia das interacdes eletrostaticas dos



10

grupos que foram expostos pela acdo enzimética. Forma-se entdo o coagulo
“frouxo” de fibrina, pois ainda n&o existe ligagéo cruzada entre esses mondémeros
(WHITE et al. 1976). O coagulo “denso” de fibrina € formado por acdo do fator
Xllla, que promove a ligacdo cruzada entre as cadeias laterais de lisina e
glutaminil, formando um polimero de fibrina insoltvel. A ativagdo deste fator se da
por meio de agao da trombina sobre o fator Xlll (proenzima) convertendo-o em
fator Xlll ativo. A maioria das “thrombin-like” ndo é capaz de ativar o fator XIllI,
desta maneira, ha formagédo somente do codgulo “frouxo” (COLMAN et al. 1993).

As metaloproteinases botropicas, compreendem uma série de enzimas
“zinco-dependentes” com diferentes massas moleculares que séo responsaveis
pelo efeito hemorragico caracteristico de envenenamentos (BJARNASON; FOX
1994). Alem disso, elas degradam proteinas da matriz extracelular, tém efeito
citotoxico nas células endoteliais e atuam em componentes do sistema
hemostéatico (KAMIGUTI et al. 1996). Algumas metaloproteinases induzem
hemorragias por afetar diretamente capilares sanguineos, clivam componentes
peptidicos da membrana basal e assim afetam a integridade entre membrana
basal e células endoteliais (GUTIERREZ & RUCAVADO 2000).

Metaloproteinases sdo enzimas hidroliticas do tipo endopeptidases que
dependem da ligacdo de um metal, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico
para manifestacdo de suas atividades. Estas enzimas variam amplamente em
filogenia (de bactérias até mamiferos) e nas suas atividades in vivo (BLUNDELL
1994). De acordo com similaridades estruturais, as metaloproteinases zinco
dependentes sdo classificadas em quatro grupos distintos (HOOPER 1994;
GOMIDIS-RUTH 2003): 1- Zincinas : contém a sequéncia conservada HEXXH,
como motivo de ligacdo ao zinco; 2- Inverzincinas : possuem o dominio Zincina
invertido (HXXEH) de ligacdo ao zinco; 3- Carboxipeptidase : que possue o
motivo de ligacdo ao zinco, HXXE; e 4- DD-carboxipeptidase : que apresenta o
motivo de ligacdo ao zinco HXH. Para ligacdo ao metal, todos 0s grupos possuem
como 1° e 2° ligantes residuos de histidina, exceto as carboxipeptidases. Ja o
terceiro ligante pode ser um residuo de histidina (exceto nas inverzincinas) ou um
acido glutamico (zincinas e inverzincinas). O maior grupo € representado pelas
zincinas, subdivididas em gluzincinas (aquelas em que o terceiro ligante do zinco

€ 0 acido glutamico) e metzincinas (cujo terceiro ligante do zinco € uma histidina).
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O grupo das gluzincinas é composto pelas familias das termolisina,
endopeptidase-24.11, aminopeptidase, enzima conversora angiotensina,
endopeptidase-24.15 e neurotoxinas do tétano e do botulismo. As metzincinas
possuem um motivo conhecido como “Met-turn”, caracterizado pela presenca de
uma metionina em volta da estrutura terciaria localizada na regidao C-terminal em
relacdo ao motivo de ligagédo do zinco (HEBXHXBGBXH...M). Esta metionina nao
€ essencial para a atividade enzimatica (BUTLER et al. 2004). Astacinas
(crustaceos), serralisinas (bactérias), matrixinas (metaloproteinases de matriz) e
metaloproteinases, presentes em peconhas de serpentes, sdo familias
pertencentes ao grupo Metzincinas.

A estrutura das metaloproteinases de peconhas apresenta sempre um
dominio catalitico, podendo conter ainda um dominio desintegrina e um dominio
rico em Cisteina. A atividade hemorragica destas metaloproteinases varia de
acordo com sua estrutura. FOX, SERRANO (2008) classificaram as
metaloproteinases em quatro classes distintas:

-PI: Metaloproteinases que possuem somente o dominio catalitico e massa
molecular entre 20 a 30 kDa. Este grupo apresenta baixa ou nenhuma atividade
hemorragica.

-Pll: Metaloproteinases que possuem o dominio catalitico seguido por um
dominio disintegrina na regido carboxiterminal, com massa molecular entre 30 a
60 kDa.

-Plll:  Metaloproteinases formadas pelo dominio catalitico, dominio
disintegrina e um dominio rico em Cisteina, massa molecular entre 60 a 80 kDa.
Estéo inclusas nesta classe proteinas com alta atividade hemorragica.

-PIV: Compreende um grupo de enzimas que possuem, além dos trés
dominios descritos na classe PIIl, um polipeptideo tipo lectina, ligado por uma
ponte disulfeto a cadeia polipeptidica da metaloproteinase, a massa molecular
pode variar de 80 a 100 kDa.

5. A peconha de Bothrops pauloensis
A espécie Bothrops neuwiedi conhecida popularmente por jararaca do rabo
branco ou jararaca pintada foi descrita por AMARAL (1925). Era considerada uma

Unica espécie com 12 subespécies, entretanto apds uma revisao sistematica em
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2000 (SILVA 2000) estas subespécies foram elevadas a sete espécies distintas.
Essa classificacdo foi aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia-SBH
(2008) e assim a espécie Bothrops neuwiedi pauloensis passou a ser Bothrops
pauloensis.

A peconha de Bothrops pauloensis possui poucos componentes
identificados, dentre o0s quais se destacam dois fatores hemorragicos
denominados de NHFa e NHFb, com massas moleculares de 46 e 58 kDa,
respectivamente. Ambas sdo toxinas acidas de pl 4,5 e 4,3, possuem uma unica
cadeia polipeptidica, sdo altamente hemorragicas e degradam a caseina. As
fosfolipases A, denominadas BnSP6, BnSP7, BnpPLA,, BnpTXI e BnpTXIl foram
isoladas, estas enzimas apresentam atividade miotoxica (RODRIGUES et al.
1998; RODRIGUES et al. 2004; RODRIGUES et al. 2007). Uma metaloprotease
da classe P-lI, denominada Neuwiedase (Neu), que apresentam somente 0
dominio metaloproteinase na proteina madura, que compreende uma enzima com

198 aminoéacidos, massa molecular de 22 kDa e ponto isoelétrico 5,9.
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A Neu apresenta baixa atividade hemorragica, possui atividade proteolitica
sobre fibrinogénio, fibrina e alguns componentes da matriz extracelular.
Resultados experimentais em camundongos mostraram gque esta toxina nao induz
hemorragia quando injetada no mauasculo gastrocnémio, porém provoca
sangramento em musculo cremaster e causa hemorragia pulmonar somente em
doses maiores que 5ug/g, via intravenosa em camundongos. A Neu possui
similaridade estrutural de 71% com metaloproateses presentes em peconhas de
espécies diferentes, alguns exemplos sdo: Adamalisina 1l e Atroxase
(RODRIGUES et al. 2000, 2001).

6. Soroterapia e producao de anti-venenos

Os primeiros registros da utilizacdo de soros (imunoglobulinas) para fins
terapéuticos foram concebidos pelo médico alem&o Emil Adolf Von Behring e seu
colaborador Shibasaburo Kitasato, eles conseguiram neutralizar as toxinas
tetdnica e diftérica. Por seus feitos, o médico recebeu o Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia em 1901 (NOBELPREIS 2008). Apos estas descobertas,
multiplos trabalhos foram desenvolvidos sobre imunoglobulinas e o sistema
imune, incluindo a aplicacdo destes na medicina. Contudo, o uso de soros como
neutralizantes de toxinas de peconhas ofidicas (soroterapia ofidica) foi
inicialmente divulgado por dois grupos: Calmette e Phisalix & Bertrand, os quais
demonstraram os efeitos protetores de anti-soros sob a peconha de Naja naja
(CALMETTE 1894; PHISALIX & BERTRAND 1984).

A teoria de Calmette foi questionada por Vital Brasil, que mostrou a
inefichcia de soro anti-Naja naja em neutralizar a acdo das peconhas de
serpentes brasileiras, com isto, ele definiu a idéia da especificidade dos anti-
venenos (HAWGOOD 1992). Vital Brasil foi o pioniero na producdo de anti-
venenos brasileiros, iniciou seus trabalhos em 1903 com peconhas das serpentes
Bothrops jararaca e Crotalus durissus; suas pesquisas repercutem até hoje no
meio académico, pois o unico tratamento efetivo contra o ofidismo € a soroterapia
(WORLD HEALTH ORGANIZATION 1981).

Os soros antiofidicos sdo produzidos em animais, geralmente cavalos,
utilizando-se a peconha bruta como imundgeno associado com adjuvantes. Soros

monoespecificos sdo aqueles produzidos a partir de misturas contendo peconhas
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de serpentes pertencentes ao mesmo género, jA 0s soros poliespecificos séo
produzidos com misturas de peconhas derivadas de géneros ofidicos distintos.
Como exemplo, o soro antibotropico (monoespecifico) é constituido pela mistura
de peconhas pertencentes a cinco espécies do género Bothrops (B. jararaca, B.
jararacussu, B. pauloensis, B. alternatus e B. moojeni). No Brasil, existem trés
instituicbes envolvidas na producdo de soros antiofidicos mono e poliespecificos
(Instituto Vital Brazil, Instituto Butantan e Fundacéao Ezequiel Dias).

Imunoglobulinas presentes nos anti-soros sdo especificas a muitos
antigenos desconhecidos nas peconhas, incluindo componentes nao toxicos, o
gue exige contato da vitima do envenenamento com uma ampla quantidade de
imunoglobulinas heterdlogas ao seu organismo, muitas delas sem acao sobre a
peconha (THEAKSTON & REID 1983). Este fato é agravado quando sao
utilizados anti-soros poliespecificos, pois a diversidade de anticorpos é maior e a
eficiéncia menor quando comparadas aos anti-soros monoespecificos.

O contato do paciente com excesso de proteinas estranhas (anticorpos de
cavalos) pode causar choque anafilatico e outras reacfes alérgicas diversas,
dentre as quais se destaca a doenga do soro. A doenca do soro € caracterizada
por reacOes cutaneas que, em casos graves, provocam insuficiéncia renal
(WAGSTAFF 2006). Apesar disso, a escolha da soroterapia baseia-se apenas em
sinais clinicos apresentados pelo paciente durante o atendimento e, quando
possivel, na identificacdo do animal agressor (MINISTERIO DA SAUDE 1991).
Desta forma, a maioria dos diagnésticos € incerta, e 0s anti-soros mais utilizados
séo os poliespecificos. O anti-veneno ideal deveria estar prontamente disponivel
para administracdo imediata e mostrar rea¢do cruzada com um grande numero de

peconhas, além de causar poucas reacoes alérgicas (SANCHEZ et al. 2003).

7. Reatividade cruzada

A ocorréncia de dominios conservados nas metaloproteinases, fosfolipases
e outras toxinas ofidicas € um aspecto importante na producdo de anticorpos
neutralizantes; as regides imunogénicas e altamente conservadas destas toxinas
podem induzir a formacéo de anticorpos, 0s quais sédo capazes de neutralizar as
acOes de varias toxinas diferentes da mesma peconha, e de toxinas presentes em
peconhas distintas (HARRISON et al. 2003). RODRIGUES et al. (2001)
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produziram anticorpos policlonais anti-Neuwiedase, que foram capazes de
neutralizar a atividade hemorragica da peconha bruta de B. pauloensis,
evidenciando imunidade cruzada entre a Neu e outras toxinas hemorragicas da
peconha bruta. Desta forma, foi sugerida a presenca de epitopos comuns entre a
Neu e dominios metaloproteinase de toxinas com grandes massas moleculares
que ocorrem nas peconhas. Por esta mesma via, algumas analises de Western
blotting mostraram que proteinas de pecgonhas botrépicas sdo reconhecidas por
anti-soros crotalicos, confirmando a presenca de epitopos conservados entre
peconhas de géneros distintos (ROODT et al.1998). A acdo cruzada também foi
comprovada com anticorpos produzidos contra a crotoxina, uma fosfolipase A;
purificada da peconha de Crotalus durissus terrificus. Estes anticorpos
mostraram-se capazes de neutralizar os efeitos miotdxicos e neurotoxicos da
Bothropstoxina-1 (fosfolipase A, isolada da peconha de Bothrops jararacussu), e
também da peconha bruta de B. jararacussu. Assim, a caracteristica de bom
imunogeno, presente na crotoxina, foi admitida (OSHIMA-FRANCO et al. 2001,
BEGHINI et al. 2005; STABELI, et al. 2005).

8. Imunoglobulinas

Anticorpos ou imunoglobulinas sdo moléculas capazes de localizar,
reconhecer e ligar-se a antigenos especificos com a finalidade de inativar ou dar
inicio a eliminacéo destes. Essas moléculas sado produzidas por linfocitos B, tém
carater glicoprotéico, estdo presentes no sangue circulante e na linfa
(SILVERTON 1977). Existem cinco classes de imunoglobulinas diferentes (IgM,
IgG, IgE, IgA, e IgD), porém todas apresentam uma estrutura central comum
(Figura 3). IgG € a classe mais utilizada para fins terapéuticos, e predomina em
pesquisas e na industria biotecnoldgica (KIM et al. 2005).

Os anticorpos sao organizados em dois dominios com estruturas e fungdes
distintas, estes compreendem duas cadeias pesadas idénticas (50kDa) e duas
cadeias leves idénticas (25kDa), sendo as ultimas constituidas por um dominio
variavel (VL) e um dominio Unico constante (CL), enquanto as cadeias pesadas
contém um dominio variavel (VH) e trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3).
Funcionalmente, os anticorpos sdo divididos em partes: dois fragmentos de

ligacdo ao antigeno (FABs) e uma regido constante (Fc), estas estruturas
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permanecem unidas por uma regido flexivel na forma de dobradica. Regifes
aminoterminais dos dominios variaveis nas cadeias leve (VL) e pesada (VH)
constituem a regido variavel (Fv) e representam os pontos de ligagcdo aos
antigenos. Cada dominio variavel (V) possui trés regides que sdo hipervariaveis
em suas sequéncias de aminoacidos, e ocorrem em forma de loops. Estes loops
hipervaridveis, denominados regifes determinantes de complementariedade
(CDRs), sdo os principais responsaveis pelo reconhecimento antigénico e, em
conjunto, formam o paratopo do anticorpo. Os residuos de aminoacidos presentes
nas regides variaveis, porém fora das CDRs, sdo enovelados de forma a dar
suporte aos loops, assim, estes residuos apresentam a fungdo de manter cada
loop em posi¢cdo adequada para interagir com o antigeno (Figura 2) (KIM et al.
2005).

Paratopo

disuifide bong

Figura 2. Representacdo esquematica de uma Ig&m A: CH1, CH2 e CH3 representam os dominios
constantes da cadeia pesada. CL aponta o dominstacwe da cadeia leve. VL representa dominio waria
da cadeia leve. VH indica o dominio variavel daetagesada. Linhas laranja e vermelhas represesgam
CDRs das cadeias leves e pesadas. Em B: A estddudaminio VL destacando-se as CDRs em forma de
loops (vermelho), as folhal pregueadas antiparalelas que estabilizam as @igate e amarelo); A estrutura
do dominio CL mostrando as folhfispregueadas antiparalelas (verde e amarelo) e womi jlissulfeto
intracadeia (preto). Figura adaptada de KiNl. 2005.

A porcao Fc do anticorpo medeia funcfes efetoras, citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (ADCC) e citotoxicidade dependente do complemento
(CDC). Em respostas tipo ADCC, os anticorpos utilizam a por¢cdo Fc para
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interacdo com células efetoras (células NK e macrofagos). Desta forma, podem
acionar fagocitose ou lise celular. Contudo, em respostas tipo CDC, os anticorpos
destroem a célula alvo por desencadear a cascata do complemento na superficie
celular. Além disto, a regido Fc esta associada com a meia-vida sérica do
anticorpo, como exemplo, a IgG humana tipo 1 apresenta uma meia-vida de
aproximadamente trés semanas, ja em fragmentos de anticorpos (sem a porgéo

Fc), a meia-vida reduz-se a algumas horas.

9. Anticorpos de galinhas ( Gallus gallus domesticus) e a diversidade de
suas cadeias variaveis

Anticorpos possuem uma vasta aplicacéo, principalmente na area médica,
podem ser utilizados em tratamentos e diagnosticos de diversas doencas e
também como marcadores celulares, moduladores da rejeicdo em pacientes
transplantados, na desintoxicagdo por drogas, na composi¢cdo de conjuntos de
reativos (kits) para diagnéstico como, por exemplo, sarampo, dengue 1, 2, 3 e 4,
hepatite A, B e C, leptospirose, febre amarela e na terapia de uma grande
variedade de doengas auto-imunes, como artrite, ldpus eritematoso, anemia e
asma (HON 2008) e ainda em diversas formas de imunoterapia, como no caso do
tratamento de cancer (JAGER & KNUTH 2005) e de ofidismos.

Os anticorpos monoclonais humanos sdo os mais indicados na utilizacao
como agentes terapéuticos, entretanto, as fontes de anticorpos humanos
restringem-se a individuos infectados ou vacinados com o antigeno, assim, raros
sao 0s anticorpos terapéuticos efetivos obtidos destas fontes (ADRIS-WIDHOPF
et al. 2000). Como alternativa, geralmente sdo obtidos anticorpos especificos por
imunizacdes de animais com o0 antigeno desejado, seguidas por selecdo de
clones obtidos em técnicas de hibridomas. Porém, a utilizagdo destes anticorpos
em imunoterapias ndo é recomendada, pois representam proteinas heterélogas
ao organismo humano; assim, para eliminar os efeitos negativos observados em
imunoterapias, estes anticorpos geralmente passam por um processo de
humanizagéo (KOHLER & MILSTEIN 1975; MARANHAO 2000).

A utilizacdo de galinhas para a producdo de anticorpos terapéuticos € uma

opcao consideravel, pois numerosos alvos com grande potencial clinico que
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despertam tolerancia imunolégica em mamiferos sdo imunogénicos em espécies
nao mamiferas, como as aves (SONG et al. 1985).

As aves possuem uma seérie de particularidades em seu sistema
imunologico, as quais as diferenciam de mamiferos, sob o ponto de vista
anatbmico e funcional. Estas caracteristicas proprias incluem estruturas
especializadas, ligadas a formacdo e amadurecimento do sistema imunoldgico e
suas células - como o Timo e a Bursa de Fabricius - e estruturas menos
complexas, porém responsaveis por niveis mais primarios de defesa, como as
penas e pele. BUTCHER & MILES (2003) classificam estes 6rgdos e estruturas
como componentes de resposta imunolédgica especifica ou inespecifica, de acordo
com seu modo de atuacdo. As denominacfes natural e adquirida ou inata e
adaptativa também séo utilizadas (MORGULIS 2002). Os 6rgdos do sistema
imunoldgico das aves podem ser classificados em: primarios — encarregados da
formacao e diferenciagédo das células deste sistema (timo e bursa de Fabricius); e
secundarios - 6rgdos para 0s quais estas células migram ou onde se agrupam,
formando sitios de amadurecimento/diferenciacao e atuacao: glandula de Harder,
baco, tonsilas cecais, placas de Peyer.

A Bursa de Fabricius (BF) €, provavelmente, a diferenca
anatbmica/estrutural mais marcante do sistema imunoldogico das aves. Esta
estrutura desempenha papel fundamental no processo de amadurecimento e
diferenciacdo dos linfocitos B (papel desempenhado pela medula éssea em
mamiferos e camundongos).

Os linfocitos das aves séo classificados em células T e B (linfocitos
“pequenos”) e células NK (Natural Killer). Estas células sdo morfologicamente
muito semelhantes as dos mamiferos (MORGULIS 2002). Agentes como 0 virus
de Gumboro ou determinadas substancias quimicas podem causar a deplecéo
das células precursoras dos linfécitos B, comprometendo a resposta imunolégica
humoral em galinhas (SHEELA et al. 2003). A BF é também sitio de ocorréncia do
fendbmeno de conversdo génica, um processo de recombinacdo homologa que
confere aos linfécitos B uma maior capacidade de diversificacdo na decodificagdo
de moléculas de anticorpos (MORGULIS 2002). O desenvolvimento das células B
em galinhas pode ser dividido em trés estagios: pré-bursal, bursal e pds-bursal.

Inicialmente, células embrionarias produzidas no figado, no saco vitelinico e na
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medula 6ssea, migram para a BF, local onde sofrem diferenciacdo até o vigésimo
dia e, ao fim deste periodo, 90% das células aprestam-se como linfécitos B
diferenciados. Depois de quatro semanas da eclosdo do ovo, a bursa involui e
perde a capacidade de gerar células B (WELL & REYNAUD 1987, citado por
MARANHAO 2001; BUTCHER & MILES, 2003).

Os loci de imunoglobulinas de galinhas ocorrem como exposto a seguir, e
podem ser visto na figura 3. A regido variavel da cadeia leve (VL) dos anticorpos
é formada pelos segmentos génicos V| 1 e J, distribuidos no locus clgL. Ja a
regido variavel da cadeia pesada (VH) é codificada pelos segmentos Vi1, D e Jy,
gue se distribuem no locus clgH. Tanto para cadeia leve quanto para cadeia
pesada de IgY, € observado apenas um segmento V funcional (Vi1 e Vul,
respectivamente). Grupos de pseudogenes gV (yVy para o locus clgH e wV, para
o locus clgL) sdo encontrados anteriormente aos segmentos V funcionais. Ha 25
segmentos yV, 0s quais ocupam cerca de 20kb no genoma da galinha. Apos
1,8kb do segmento V1, encontra-se o0 Unico segmento J. e, na sequéncia, o
dominio constante lambda (C,) pode ser encontrado apos 1,6 kb do J.
(MARANHAO 2001).

A organizacdo do locus clgL é semelhante ao clgH, porém, neste podem
ser encontrados 80 pseudogenes wVy localizados a 80kb antes do segmento
funcional Vyl. Um numero de 16 segmentos D ocorre na regidao 3’, apos o
dominio funcional Vyl e séo distribuidos em aproximadamente 15kb. O Unico
segmento Jy do locus da cadeia pesada localiza-se em seguida aos segmentos D
e em sequUéncia encontra-se 0 segmento constante Y, com uma distancia
aproximada de 22kb do segmento Jy4 (MARANHAO 2001). Os segmentos gV sdo
considerados pseudogenes por nao codificarem proteinas funcionais,
representam sequéncias homélogas a segmentos V com menos de 100 pb.

A montagem do gene codificador da-se pelo processo de recombinacéo
génica, que consiste em rearranjos envolvendo o Unico segmento V funcional de

ambos loci.
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(A) locusda cadeia leve de galinha

Qrox. 25 WL  20kb 18kb 1460
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(B) locusda cadeia pesada de galinha
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Figura 3. Organizacdo doslocus de imunoglobulina de galinhas.(A) locus da cadeia leve mostrando
cerca de 25 pseudogenes (quadrados pretos); VL) (azinico segmento funcional; JL (amarelo)- um
segmento de juncdo; CL(vermelho) - segmento daizammstante. (B)ocus da cadeia pesada mostrando
cerca de 80 pseudogenes (quadrados pretos); Vi ¢amico segmento funcional; D (verde) - exclusv
da cadeia pesada; JH (amarelo); CH (vermelho)meatp da cadeia constante. (MARANHAO 2001).

A recombinacdo ocorre num periodo curto (do 10° ao 15° dias de vida
embrionaria) e ndo é observada apos a eclosédo do ovo. Para gerar cadeia leve,
V.1 é rearranjado com J_ e para cadeia pesada, Vyl com D e Jy. A diversidade
gerada pelo rearranjo € limitada devido ao fato de haver apenas um segmento
génico V e um J para cada uma das cadeias, sendo criadas neste processamento
o méximo de 2x10* combinagées diferentes (ARAKAWA et al. 1996).

Apés a recombinacgdo, inicia-se 0 processo de conversdo génica que

reforca a capacidade das aves de produzirem uma grande multiplicidade de
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anticorpos. Estudos feitos com a utilizacdo de roedores revelaram que o0s
mamiferos utilizam outras rotas para a obtencdo desta variabilidade (MORGULIS
2002). A conversdo génica tem inicio ap6s 18 dias de desenvolvimento
embrionario e segue apoOs eclosdo do ovo, ocorrendo também nos oOrgaos
linféides secundarios (baco e linfonodos). Este mecanismo se d& por substituicdo
do material genético dos segmentos rearranjados por pseudogenes V (V. 1, Vyl).

Os genes de galinhas rearranjados e posteriormente convertidos sofrem
ainda o processo de hipermutacdo somatica (semelhante ao humano). Como
resultado, s&o frequentemente observadas mutacdes ao logo dos CDR e
arcabolcos (Frameworks).

Em sintese, a conversdo génica é o principal processo gerador de
diversidade para as imunoglobulinas de aves, especialmente galinhas, enquanto
nos mamiferos a variabilidade é determinada principalmente por rearranjo (MEHR
et al. 2004).

As imunoglobulinas das aves séo divididas em trés diferentes tipos: IgA,
IgM e 1gG. A IgG das aves (igY) possui maior massa molecular que seu
correspondente em mamiferos e possui algumas caracteristicas préprias.
Atualmente, muitos pesquisadores utilizam as IgGs presentes na gema do ovo
embrionado para a producao de anticorpos policlonais, utilizados em pesquisa
meédica. O volume de IgG obtida de um Unico ovo é muito maior do que aquele
possivel de ser obtido do soro de coelhos ou outras cobaias em uma semana de
colheitas (CHUI et al. 2004).

As imunoglobulinas surgem em média 4 a 5 dias apés a exposi¢cdo do
sistema imunoldgico ao antigeno. Sua duracdo no organismo é variavel, sendo
mais fugaz para as IgM’s (cerca de 10 a 12 dias) e mais persistente para as IgG’s
(de 20 a 25 dias). As IgAs sao responsaveis pela imunidade “local”, estando
presentes nas mucosas e secre¢bes. As IgG’s sdo as imunoglobulinas mais
importantes para o sistema imunologico e para a monitoria de seu “status”, ja que
a maioria dos testes laboratoriais busca quantificar esta classe de moléculas
(BUTCHER & MILES 2003).
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10. Fragmentos de anticorpos

Um fator importante na producéo de soros antiofidicos é o isolamento das
partes biologicamente ativas nas moléculas do anticorpo. A partir do sangue de
animais imunizados, é separado o plasma, que possui nao somente 0s anticorpos
gue se deseja, mas também outras proteinas, tais como fibrinogénio, albumina,
alfa e betas globulinas (AGUIAR 1996). A purificagdo do plasma visa diminuir
proteinas inespecificas, deixando no soro apenas 0 anticorpo ou a porcao deste
responsavel pela neutralizacdo do antigeno. Em seguida, o fragmento Fc é
removido do anticorpo: enzimas proteoliticas podem clivar as moléculas de
imunoglobulinas e produzir fragmentos funcionais. A papaina, por exemplo, cliva a
molécula IgG na regido de dobradica e libera trés fragmentos: dois FAB
(fragmento de ligacdo ao antigeno) e um Fc (fragmentos cristalizavel). Ja a
pepsina degrada o fragmento Fc e libera dois Fab ligados (FAB), (Figura 4).

Pepsina

Molécula IgG Porcdo Fc

F(ab) “F(ab)

Papaina

N “Papaina 11 -

Porcao Fc
Molécula IgG ¢

Figura 4. Molécula de imunoglobulina e seus fragmentos apos divagem com pepsina e papaina.
(adaptado do LIVRO ANIMAIS PECONHENTOS DO BRASIPO03).
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Estes fragmentos podem ser utilizados como agentes terapéuticos, pois
seus paratopos ndo sdo afetados pela clivagem proteolitica, e a auséncia do
fragmento Fc heterélogo ao organismo humano contribui para minimizar os efeitos
indesejaveis neste tipo de tratamento (HOLLIGER & HUDSON 2005). Assim, na
preparacdo de soros antiofidicos brasileiros, um dos passos é a remoc¢ao dos
fragmentos Fc dos anticorpos de cavalos.

O desenvolvimento das técnicas de DNA recombinante criou a
possibilidade de produzir fragmentos funcionais de anticorpos. Os métodos,
denominados engenharia de anticorpos, sdo baseados na manipulagdo das
sequéncias codificadoras dos fragmentos, e possibilitam gerar diversas
combinacgdes funcionais destes, as quais apresentam grande potencial clinico.

Dos fragmentos de anticorpos mais utilizados neste tipo de metodologia,
enfatiza-se o scFv (single-chain variable fragment - fragmento variavel de cadeia
anica), que consiste em um polipeptidio mimético da regido Fv do anticorpo; sua
constituicdo € representada pela unido do segmento VH ao VL por um linker
polipeptidico flexivel [(GlysSer)s, por exemplo] responsavel pela estabilidade da

molécula (Figura 5).

Peptide linker

%
IgG 'ﬁ

(150kDa)

scFV (27kDa)

Figura 5. Representacdo esquematica do fragmentoFsc Os dominios VH e VL presentes na molécula
scFv aparecem nas cores verde e vermelho, respeetite. O polipeptideo (linker) estabilizador dos
dominios esté indicado acima. As massas moleculiarégG e de seu scFv derivado estdo em destaque.
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Existe também a possibilidade de sintetizar fragmentos contendo duas
moléculas de scFvs iguais, ou diferentes (scFv-biespecifico), ou ainda trés
cadeias VHs ligadas a trés VLs conjugadas (triabodies), dentre outras
combinacdes distintas (Figura 6) (HOLLIGER & HUDSON 2005).

28

- ) 4 @

V. domai
|:H 1 5?3?:, Fab scFv
O {~56 kDa) Fv-Fc (~28 kDa)
V, domain Q-? é{‘
(~15 kDa) ( Bis-scFv Diabody
(bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)
Fabz Triabﬂdy
(bispecific) ! (trivalent)
(~110 kDa) k (~75 kDa)
Fﬂb& Minibady Tetrabady
(trispecific) {bivalent) (tetravalent)
lgG (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Figura 6. Representacdo esquematica de diferentemgmentos de anticorpos.Uma molécula IgG é
mostrada e também uma variedade de fragmentosteragos, incluindo scFv, Fab, Bis-scFv, diabodies,
triabodies, tetrabiodies e multimeros de Fab cagog quimericamente (adaptado de HOLLIGER &
HUDSON 2005).

Algumas caracteristicas favoraveis a obtencdo destes fragmentos
recombinantes estdo nos seguintes fatores: apresentam enovelamento correto em
sistemas de expressdo eucaridticos; sdo relativamente estaveis em suas
conformacdes; os paratopos destas moléculas possuem atividade bioldgica
especifica contra os antigenos, a qual € compativel com a resposta observada
nos anticorpos inteiros (HOLLIGER & HUDSON 2005).

O primeiro anticorpo murino aprovado oficialmente pelo FDA (Food and
Drug Administration — EUA) para uso em terapia humana foi o Orthoclone OKT3
anti-CD3, utilizado no tratamento de rejeicdo aguda em transplantes de rins,
coracao e figado (MORO & RODRIGUES 2001; LI et al. 2005). A partir deste fato,
ocorrido em 1986, houve um crescimento exacerbado nas pesquisas e industrias

voltadas para a producédo e desenvolvimento de anticorpos. Além disto, algumas
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estratégias foram criadas para tornar estes anticorpos compativeis ao organismo
humano (MARANHAO et al. 2000).

Atualmente, existe uma série de anticorpos e fragmentos de anticorpos
aprovados (ou em testes) pelo FDA para uso terapéutico humano, sendo que a
maioria destinada as aplica¢des clinicas tem origem na engenharia genética.
Como exemplos, citamos moléculas Fabs, scFvs, anticorpos quiméricos cujas
regides constantes do animal sdo substituidas pelas homologas de origem
humana, e ainda os denominados humanizados (human-like), com uma pequena
fracdo animal (Tabelas 2 e 3) (CO & QUEEN 1991; KIM et al. 2005; MARANHAO
et al. 2000; HOLLIGER & HUDSON 2005).

Tabela 2 - Fragmentos de anticorpos Fab aprovadosy em testes) nos EUA para uso terapéutico.
Tipo de Nome Molécula

fragmento/ fonte (genérico) alvo Indicagao Web site
S ReoPro Doencgas i .
Fab/ quimérico (abciximab) Gpllb/gpllla cardiovasculares http://www.lilly.com/
Fab/ ovino CroFab Peconha de Ratt!esnake bite http://www.savagelabs.c
serpente (antidoto) om/
Fab/ ovino DigiFab Digoxina gverQOse com http://www.savagelabs.c
igoxina om/
Fab/ ovino Digibind Digoxina S"e“?'ose com http://www.gsk.com/
igoxina
Fab/ camundongo CEA_-scan CEA Céancer coloretal http:/ww.immunomedi
(arcitumomab) cs.com/
Lucentis
Fab / humanizado (ranibizumab; VEGF Degeneragdo macularhttp://www.gene.com/
Rhu-Fab)
Fab/ humanizado  Thromboview D-dimer Trombose venosa http://www.agenix.com/
Fab/ humanizado = CDP791 VEGF Anti-angiogenesis http://www/nektar.com
Fab/ humanizado = CDP870 TN Doencga de Crohn http://www.nektar.com
Her2/Neu & http://www.medarex.com
Fab/ humanizado = MDX-H210 CD64 Céancer de mama | R : :
(*FcR1) -

Adaptado de HOLLIGER & HUDSON (2005).
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Tabela 3 - Fragmentos de anticorpos scFv e derivasiaprovados (ou em testes) nos EUA para uso
terapéutico.

Tipo de fragmento/ Nom_e Molécula alvo Indicacdo Web site
fonte (genérico)
scFv/ humanizado PexelizumabComplemento Revascularizacéo http://www.alexionphar
C5 maceuticals.com/
(scFv)/ camundongo CC49 TAG-72 Tumores -
gastrointestinais
scFv / humano SGN-17 P97 Melanoma http://www.seagen.com
[
scFv / humano F5 scFv- Her2 Céancer de mama -
PEG
Diabody (Vy-V.)2 C6.5K-A Her2/Neu Canceres de mama e -
/humano de ovério
Diabody (Ws-V.)2 L19 EDB Diagnostico: -
humano L19-¥IFN antiangiogenesis e
placas
artereosclerdticas
Diabody (M -Vh)2 T84.66 CEA Diagnéstico: cancer -
humano colorretal
Minibody (scFv- T84.66 CEA Céancer colorretal -
Cy3), / quimérico
Minibody quimérico  10H8 Her2 Canceres de mama e -
de ovério
(scFv)-Fc / T84.66 CEA Céancer colorretal -
quimérico
scFv Biespecifico / r28M CD28 e MAP Melanoma (antigeno -
camundongo MAP)
scFv Biespecifico/  BIiTE CD19 e CD3 Linfoma e leucemia http://www.micromet.d
desconhecida MT103 e/
scFv Biespecifico/  BITE Ep-CAM e Cancer colorretal http://www.micromet.d
desconhecida CD3 e/
Diabody Biespecifico Tandab CD19 & CD3 Linfoma e leucemia www.affimed.de
/ camundongo
Diabody /humano Anti-TNFz  TNFu Artrite reumatéide e  http://www.domantis.c
dAb doenca de Crohn om/,
http://www.peptech.co
m/
VhH/ camelideos Nanobody TNF Artrite reumatdide e http://www.ablynx.com
doenca de Crohn /
VhH/ camelideos Nanobody Fator de Von Antitrombético -
Willebrand

Adaptado de HOLLIGER & HUDSON (2005).
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O tamanho reduzido e auséncia da regido Fc imprimem algumas vantagens
as moléculas Fab e scFvs, dentre as quais, estdo o alto poder de penetrabilidade
em tecidos, o fato de ndo despertarem respostas efetoras do sistema imune, pois
possuem imunogenicidade diminuida e podem ser eliminadas rapidamente da
circulacdo sanguinea dos pacientes (HOLLIGER & HUDSON 2005). Estas séo
caracteristicas desejaveis a anticorpos presentes no anti-soro utilizado em
tratamento de intoxicacdes com pegonhas animais.

Em geral, anticorpos para aplicacdo terapéutica sdo desenvolvidos por
meio da técnica de hibridoma, ou engenharia genética pela construcdo de
bibliotecas de expressdao em fagos (Phage display) e também por técnicas que
utiizam modelos animais, como, por exemplo, camundongos transgénicos
(KIPRIYANQV 2004).

11. Bibliotecas combinatoriais de anticorpos aprese ntados em fagos

filamentosos: Phage Display libraries

Em 1985, Smith expressou a enzima de restricdo Eco RI ligada a proteina
trés (plll) de um bacteriéfago. Com este trabalho, ele introduziu a metodologia
denominada Phage display, a qual tem por base a expressdao de peptideos ou
proteinas no exterior da particula viral, enquanto o material genético codificante
permanece no genoma viral (AZZAZY & HIGHSMITH 2002). Deste modo, €&
possivel estudar a correlacdo entre fendtipo expresso e sua sequéncia de DNA
(fendtipo x genotipo) (ADDA et al. 2002).

Tipicamente, utilizam-se bacteriéfagos da familia Inoviridae (M13, fd, f1)
(SIDHU 2001), virus bacteriéfagos filamentosos que parasitam bactérias Gram-
negativas que por sua vez apresentam pilus F. O virus aproveita a maquinaria de
replicacdo, transcricdo e traducdo da bactéria para se reproduzir. Em geral, o
bacteriéfago M13 nao provoca lise na célula hospedeira, mas induz um estado no
qual a célula infectada origina e libera particulas virais, causando uma queda na
taxa de reproducdo bacteriana (AZZAZY & HIGHSMITH 2002). Virus de
eucariotos, tais como baculovirus, também podem ser utilizados neste processo
(BOUBLIK et al. 1995).
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A particula de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVIl, pVIII e pIX). Destas
cinco proteinas, existem aproximadamente 2800 cépias da pVIIl e cinco copias da
plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de interesse é
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa protéica do
fago (PHIZICKY & FIELDS 1995; BRIGIDO & MARANHAO 2002). Assim, o
peptideo é expresso na extremidade N-terminal da plll ou pVIll. A plll esta
relacionada com a infectividade do fago pela ligagdo ao pilus F da célula
bacteriana. O tamanho da proteina inserida no vetor € limitado, pois grandes
proteinas interferem nas func¢des das proteinas do capsideo, tornando o fago
pouco infectivo. Este sistema “Phage display” foi criado para a exposi¢cdo de
bibliotecas de pequenos polipeptideos (PHIZICKY & FIELDS 1995).

Em 1990, foram obtidos os primeros fragmentos de anticorpos expressos
em fagos (MCCAFFERTY et al. 1990). Normalmente, bibliotecas combinatérias de
anticorpos séo sintetizadas a partir da construcdo de genes dos fragmentos de
anticorpos recombinantes na forma de scFv ou Fab; em seguida, estes genes sdo
introduzidos por manipulacdo genética em plasmidios fusionados ao gene
codificador de uma proteina capsidica (Figura 7). No caso de bibliotecas, séo
utilizados genes codificantes para milhdes de fragmentos distintos.

Os fagomideos representam uma alternativa pratica ao uso e manipulacao
do DNA viral para expressdo de anticorpos recombinantes. Fagomideos sé&o
plasmideos que possuem: origem de replicacdo bacteriana (E. coli); origem de
replicacdo viral; gene de fusédo (plll ou pVIll); sitio de insercdo do fragmento
codificante do anticorpo ou qualquer outra proteina de interesse; e genes de
resisténcia a antibioticos para selecdo em meio apropriado (Figura 7). Como os
fagomideos ndo possuem todos 0s genes das proteinas necessarias para o
encapsidamento da particula viral, fagos auxiliares (helper) contendo todos os
genes dos bacteriéfagos filamentosos séo utilizados nas culturas de células
transformadas com o fagomideo, permitindo o resgate da particula viral (BRIGIDO
& MARANHAO 2002). Durante a infeccdo viral, o DNA proveniente dos
fagomideos é preferencialmente revestido pelas proteinas estruturais, pois 0s
fagos helper possuem mutacdes na origem de replicacdo, dificultando sua



29

reproducdo e empacotamento de seu préprio material genético (BARBAS et al.
2001).

Figura 7. Representacédo esquematica de uma molécueFv fusioanada a PIIl do fago filamentosdS&o
mostrados: o fago ligado ao scFv, genoma do faago(hidio) contendo o gene de resisténcia a anmgcili
(Amp"), origem de replicacdo paEa coli (colE1 ori) e origem de replicagdo para M13 (M13;® gene 3
ligado ao DNA codificante das CDRs das cadeias &epesada unidas por um link8/ILLANI €t al.
2008).

Anticorpos expressos na superficie de fagos possibilitam a selecdo de
sequéncia baseada em sua afinidade de ligacdo a uma molécula alvo (antigeno)
por um processo de selecéo in vitro (PARMLEY & SMITH 1988). Em um ciclo de
selecdo, as moléculas alvo sdo imobilizadas em um suporte solido, geralmente
uma placa de microtitulagdo, mas também se utilizam “beads”, resinas ou
membranas; a seguir, a biblioteca de anticorpos em solugéo é incubada com a
molécula alvo. Os fagos contendo anticorpos com afinidades pelo alvo séao
capturados e permanecem ligados; ja os fagos nédo ligados (ndo especificos) séo
eliminados por sucessivas lavagens. O pool de fagos ligados ao alvo é entdo

eluido e amplificado (amplificados em Escherichia coli). Os fagos resultantes
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deste processo séo titulados e submetidos a uma nova selegao (ligacéo ao alvo,
eluicdo e amplificacdo), visando obter anticorpos mais especificos ao alvo. Apos
trés ou quatro repeticdes deste processo, clones individuais sdo submetidos a
ensaios imunoldgicos e suas sequéncias de DNA podem ser obtidas por
sequenciamento (BARBAS et al. 2001).

Para construcdo de uma biblioteca combinatéria de anticorpos, €
necessaria a obtencao de genes rearranjados codificadores das cadeias variaveis
pesadas e leves. Estes genes podem ser sintetizados por meio de reacdes em
cadeia da polimerase (PCR) e RT-PCR (transcri¢ao reversa - PCR), realizadas a
partir de mRNAs extraidos de animais ou humanos. A fonte humana apresenta
limitacOes, ja que esta restrita a individuos doentes ou vacinados com o antigeno.
Quanto a utilizacdo de animais, sdo possiveis imunizacbes com antigenos
especificos. No caso de pecgonhas, varios animais como cavalos, burros, ovelhas,
cabras, cées, coelhos e até mesmo galinhas ja foram utilizados para a producgéo
de soros antitoxinas. Os efeitos toxicos e letais de peconhas produzidas por
serpentes brasileiras sdo neutralizados por anticorpos produzidos por galinhas
(ALMEIDA et al. 1998), portanto estes anti-venenos podem ser utilizados no
tratamento de ofidismo tanto animal quanto humano. Alguns estudos realizados
sobre a producdo em galinhas de anti-venenos de serpentes e escorpidoes
mostram a capacidade neutralizante destas imunoglobulinas por testes in vivo
(THALLAY & CARROLL 1990).

12. Utilizacdo de bibliotecas de anticorpos na iden tificacdo de anticorpos
neutralizantes de toxinas animais

Moléculas scFvs e Fabs mostram-se efetivas em neutralizar as acdes dos
principais componentes téxicos presentes em peconhas de escorpides (MOUSLI
at al. 1998; LICE et al. 1996; MOUSLI et al. 1999; AUBREY et al. 2004; SELISKO
et al. 2004; JUAREZ-GONZALEZ et al. 2005), aranha Latrodectus mactans (viliva
negra) (BUGLI et al. 2008), vespa (DOBROVOLSKAIA et al. 2004) e serpente.
Neste ultimo caso, destacamos a neutralizacdo de fosfolipases toxicas da
peconha de Bothrops jararacussu por moléculas scFvs, as quais foram derivadas
de uma biblioteca de anticorpos humanos denomianada Griffin.1 (TAMAROZZI et
al. 2006). A possibilidade de obter anticorpos passiveis de utilizacdo como anti-
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venenos € concretizada pela técnica de Phage Display. No presente estudo, foi
construida uma biblioteca scFv de galinhas imunizadas com peconha bruta de B.
pauloensis, desta biblioteca foi selecionado um anticorpo especifico a toxinas
presentes na peconha bruta, o qual neutralizou a acdo hemorragica da peconha,
assim como a atividade fibrinogenolitica de uma mealoprotease nao hemorragica

presente nesta peconha (Neuwiedase).
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1. Resumo

Metaloproteinases sdo enzimas hidroliticas do tipo endopeptidases que
dependem da ligacdo de um metal, geralmente, o0 zinco, em seu sitio catalitico
para manifestacdo de suas atividades. Estas enzimas sdo 0s principais
componentes de pecgonhas botropicas responsaveis por seus efeitos
hemorragicos. Neste estudo foi construida uma biblioteca de fragmentos de
anticorpos recombinantes, derivados de galinhas imunizadas com peconha bruta
de Bothrops pauloensis. A biblioteca foi utilizada para selecionar fagos
expressando scFvs ligantes a toxinas presentes na pe¢onha, e para expressao,
puricacdo e identificacdo de anticorpos capazes de inibir diversas atividades
toxicas causadas pela peconhas de B. pauloensis. Por meio de ensaios bioldgicos
e enzimaticos, constatou-se a capacidade da molécula scFv (C5) em inibir as
acoes hemorragica e fibrinogenolitica da peconha bruta e de uma metaloprotease
isolada (Neuwiedase) da mesma peconha.

Palavras-chave : Phage display, scFv, metaloprotease, peconha botropica,

hemorragia.
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2. Abstract

Metalloproteinases are hydrolytic endopeptidase-like enzymes that depend
on the ligation of a metal ion, such as zinc, in the catalytic site for its activity.
These enzymes are the main components of bothropic venoms that are
responsible for the typical hemorrhagic effect. In this study, we have constructed a
combinatorial library of scFv monoclonal antibodies derived from immunized
chickens with crude venom of Bothrops pauloensis. The scFv library was
screened for ligands to the toxins of the crude venom in order to identify antibodies
that were able to inhibit the toxic activities caused by B. pauloensis venoms.
Biological and enzymatic assays demonstrated that one scFv clone was able to
inhibit the hemorrhagic and fibrinogenolytic activities of the crude venom and of an

isolated metaloprotease (Neuwiedase).

Key words : Phage display, scFv, metalloprotease, bothropic venom,

hemorrhagyc.
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3. Introducéo

As peconhas ofidicas sdo constituidas por uma variedade de toxinas
distintas, no entanto, apenas dois grupos, as proteases e fosfolipases A, sdo as
principais responsaveis pelos efeitos toxicos observados. Serinoproteases e
metaloproteases sdo as duas principais classes de proteases. As
metaloproteases de peconhas botropicas, compreendem uma série de enzimas
“zinco dependentes” com diferentes massas moleculares que sédo responsaveis
pelas hemorragias caracteristicas do envenenamento (BJARNASON & FOX
1994).

Regides imunogénicas e altamente conservadas destas toxinas podem
induzir a formacao de anticorpos, 0s quais sdo capazes de neutralizar as acdes
de vérias toxinas diferentes da mesma peconha, e de toxinas presentes em
peconhas distintas (HARRISON et al. 2003). Assim, alguns epitopos comuns as
varias toxinas sdo responsaveis pela neutralizagédo cruzada observada na acao de
soros antiofidicos (ROODT et al.1998).

Os soros antiofidicos sdo produzidos em animais, geralmente cavalos,
utilizando-se a pegonha bruta como imunogeno associado com adjuvantes. Um
fator importante na producdo de soros antiofidicos € o isolamento das partes
biologicamente ativas das moléculas do anticorpo, deixando apenas a porcao
responsavel pela neutralizacdo do antigeno. Desta forma, o fragmento Fc é
removido: enzimas proteoliticas clivam moléculas IgGs e liberam o0s seguintes
fragmentos: dois Fab (fragmento de ligacdo ao antigeno) ou um (Fab), e um Fc
(fragmentos cristalizavel).

Por técnicas de DNA recombinante criou-se a possibilidade de produzir
fragmentos funcionais de anticorpos. Combinacfes diversas destes fragmentos
podem ser produzidas, as quais apresentam grande potencial clinico. Dos
fragmentos de anticorpos mais utilizados neste tipo de metodologia, enfatiza-se o
scFv, que consiste em um polipeptidio mimético na regido Fv do anticorpo.

Moléculas scFvs e Fabs mostram-se efetivas em neutralizar as acdes dos
principais componentes téxicos presentes em peconhas de escorpides (MOUSLI
at al. 1998; LICE et al. 1996; MOUSLI et al. 1999; AUBREY et al. 2004; SELISKO
et al. 2004; JUAREZ-GONZALEZ et al. 2005), aranha Latrodectus mactans (viliva
negra) (BUGLI et al. 2008), vespa (DOBROVOLSKAIA et al. 2004) e serpente.
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Neste udltimo caso, destacamos a neutralizacdo de fosfolipases toxicas da
peconha de Bothrops jararacussu por moléculas scFvs, as quais foram derivadas
de uma biblioteca de anticorpos humanos denomianada Griffin.1 (Tamarozzi et al.
2006). (TAMAROZZI et al. 2006).

Bibliotecas de fragmentos de anticorpos expressos na superficie de fagos
possibilitam a selecdo de sequiéncia baseada em sua afinidade de ligagdo a uma
molécula alvo (antigeno) por um processo de selecdo in vitro (PARMLEY &
SMITH, 1988). Contudo, para construir uma biblioteca combinatéria de anticorpos,
€ necessaria a obtencdo de genes rearranjados codificadores das cadeias
variaveis pesadas e leves. Estes genes podem ser sintetizados por meio de
reacoes em cadeia da polimerase (PCR) e RT-PCR (transcricédo reversa - PCR),
realizadas a partir de mMRNAs extraidos de animais ou humanos. A fonte humana
apresenta limitacdes, ja que esté restrita a individuos doentes ou vacinados com o
antigeno. Quanto a utilizacdo de animais, sdo possiveis imuniza¢cdes com
antigenos especificos. No caso de pegonhas, Varios animais como cavalos,
burros, ovelhas, cabras, caes, coelhos e até mesmo galinhas ja foram utilizados
para a producdo de soros antitoxinas.

Os efeitos toxicos e letais de pegonhas produzidas por serpentes brasileiras sdo
neutralizados por anticorpos produzidos por galinhas (ALMEIDA et al., 1998). A
possibilidade de obter fragmentos de anticorpos passiveis de utilizacdo como anti-
venenos é concretizada pela técnica de Phage Display.

No presente estudo, foi construida uma biblioteca scFv de galinhas imunizadas
com peconha bruta de B. pauloensis, desta biblioteca foi selecionado um
anticorpo especifico a toxinas presentes na peconha bruta, o qual neutralizou a
acdo hemorragica da peconha, assim como a atividade fibrinogenolitica de uma

mealoprotease ndo hemorragica presente nesta peconha (Neuwiedase).
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4. Objetivo

Geral:

» Obtencao de anticorpos especificos anti-toxinas da peconha de B. pauloensis a
partir de uma biblioteca combinatorial scFv de galinha apresentada em fagos
filamentosos com funcdo neutralizante para suas atividades toxicas.

Especifico:

* Construgdo de uma biblioteca de anticorpos (scFv) apresentada em fagos

(Phage Display) de galinhas imunizadas com peconha bruta de B. pauloensis.

» Avaliacdo da qualidade da biblioteca por andlises da diversidade do repertério

de anticorpos clonados.

» Selecdo de moléculas scFvs ligantes a toxinas da peconha de B. pauloensis;

» Caracterizacdo dos anticorpos especificos scFv ligantes das toxinas da peconha
de B. pauloensis;

* Andlises da acdo neutralizante dos scFvs selecionados em relagdo as
atividades toxicas: hemorragica, fosfolipasica indireta e miotoxica, da peconha
bruta B. pauloensis, e fibrinogenolitica da metaloprotease Neuwiedase.
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5. Materiais e métodos
5.1. Linhagens bacterianas

As linhagens de Escherichia coli utilizadas durante a realizacdo deste

trabalho foram:
e XL1-Blue (STRATAGENE) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44

relAl lac [F' ProAB lacld laclgZ M15Tn10(Tet?)]. (SAMBROOK et al., 1989).
Essa linhagem foi utilizada na producdo de particulas virais, transformacéo e
amplificacdo de Fagomideos.

* Top 10 (INVITROGEN) F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 galU galK A(ara-leu)7697 rpsL (Str) endAl nupG.

Essa linhagem foi empregada na expresséo de scFv em solugéo.

5.2. Plasmideo

pComb3XSS -f(-) - 4,5 kb, promotores plac, ori ColE1, ori f1, Amp~. Possui
a sequéncia codificadora para parte da proteina Ill de bacteriéfagos filamentosos
(aminoacidos 230 a 406). Apresenta ainda um cédon de parada ambar (TAG),
nao reconhecido eficientemente por linhagens supressoras (Sup E49) como a
XL1-Blue ou ER2537, mas reconhecido por cepas de bactérias ndo supressoras
como a TOP 10. Isto possibilita tanto a expressdo de proteinas fusionadas a
proteina Pl do fago, quanto proteinas de fusédo livre da proteina Ill. Possui uma
regido com seis histidinas (H6), logo apds o sitio de clonagem do gene, para
purificacdo em coluna de niquel e uma regido codificadora de residuos que
constituem o epitopo de uma hemaglutinina (HA) que possibilita a deteccdo do
scFv com utilizacdo de um anticorpo anti-HA (SCOTT; BARBAS 2000). Este
plasmideos foi obtido por doacdo da Profa. Dra. Andreia Queiroz Maranh&o
(UnB).

5.3. Bacteriofago auxiliar
VCSM13 — Derivado do bacteriéfago M13 com o gene Il mutado: origem de

duplicacdo plasmidial derivada do pl5 e gene de resisténcia a kanamicina.
(STRATAGENE).
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5.4. Meios de Cultura

Meio LB (Luria Bertani):

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NacCl 1,0% (p/v)

Ajustar o pH para 7,0

Meio LB &gar :
Meio LB adicionado de &gar bacteriolégico a uma concentracdo final de 1,4%

(p/v).

Meio LB top &gar :
Meio LB adicionado de &gar bacteriolégico a uma concentracdo final de 0,7%

(V).

Meio SB (Super Broth):

Peptona de caseina 3,0% (p/v)
Extrato de levedura 2,0% (p/v)
MOPS 1,0% (p/v)

Ajustar o pH para 7,0

Meio SOB:

Peptona de caseina 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,05% (p/v)
KCI 0,00186% (p/v)

Ajustar o pH para 7,0

Meio SOC:

Meio SOB 97 mL
Glicose 2M (filtrada) 1mL
MgCl, 1M (autoclavado) 1mL

Mg SO, (autoclavado) 1mL



48

Todos 0s meios foram autoclavados a 120C durante 2 0 minutos e conservados a

temperatura ambiente até a utilizag&o.

5.5. Antibi6ticos

Solugbes estoques: Ampicilina 100 mg/mL
Carbenicilina 100 mg/mL
Kanamicina 50 mg/mL
Essas solucbes foram preparadas em &gua mili Q, esterilizadas por
filtracdo em filtro Millipore 0,2 um e estocadas a -20°C.
Solucéo estoque: Tetraciclina (SIGMA) 20mg/mi
Essa solucéo foi preparada em etanol, esterilizada por filtracdo em filtro Millipore

0,2 um e estocadas a -20°C.

5.6. Solucdes de uso geral

* Glicose 20%
Glicose anidra 20% (p/v)

* Glicerol 50%
Glicerol 50% (v/v)
Esta solucao foi esterilizada por autoclavagem.

* PEG-8000 (Polietileno Glicol) - Sigma

» Azida Sédica — (Sigma)

* Solucéo de MgCl ;1M
MgCl,.6H,0 101,65 g
H20 qg.s.p. 500 mL

A solucéo foi autoclavada durante 20 minutos

* IPTG (isopropil- B-D- thiogalactopyranoside) 1M
IPTG (SIGMA) 0,238 g
Agua mili Q 1mL
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A solucao foi esterilizada por filtragdo em filtro MILLIPORE 0,2 um e estocada a -
20°C.

e Solucao de CaCl , 50mM

Esta solucdo foi preparada com agua bidestilada autoclavada e, em seguida,
filtrada com filtro MILLIPORE 0,2 pm.

5.7. Solugdes utilizadas no procedimento de selecdo da biblioteca
Todas as solugdes utilizadas neste passo foram esterilizadas por filtragao

com membranas Millipore de 0,22 um.

» Tampao Bicarbonato de sddio 0,1 M, pH 8,6
Bicarbonato de sddio 420 mg
H,O destilada 90 mL
O pH foi ajustado para 8,6
O volume final foi completado para 100 mL.

« TBS 10X (estoque)
Tris(hydroxymethyl)aminomethano 05M
NacCl 15M
O pH foi ajustado para 7,4

* TBS-BSA 1%

TBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 1% (p/v)

» TBS-BSA 3%

TBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 3% (p/v)

* TBST 0,5% (tampéao de lavagem)
TBS 1X adicionado de 0,5% (v/v) de Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan
Monolaurate) — Sigma

» Tampao de eluigéo
HCI 0,1M



O pH foi ajustado para 2,2 com Glicina (Sigma).

» Tampao de neutralizacao

Tris-Base 2 M diluido em agua.

5.8. Solugdes para eletroforese em Gel Agarose e de  Poliacrilamida

« Tampéao de corrida para gel de Agarose (TBE) 10X

Glicerol 50% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

 Tampao de amostra para Gel de Agarose 10X

Tampao de corrida TBE 20X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

* Solucao de Brometo de etidio 20.000X

Brometo de etidio 10 mg/mL

e Tampao de corrida para SDS-PAGE (5X)

Tris base 125 mM
Glicina 125 mM
SDS 0,5

pH 9,2

e« Tampéo de amostra para SDS-PAGE 2X

Tris-HCI pH 6,8 100 mM
SDS 4% (p/v)
Glicerol 20% (v/v)
B-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0,2% (p/v)



* Acrilamida 49%/Bis-acrilamida 0.5%

Acrilamida 98 ¢
Bis-acrilamida 1g
H.O qg.s.p. 200 mL

Estocada na geladeira, ao abrigo de luz

e Tris-HCI3 M, pH 8,3
Tris 72,68 g
H>O g.s.p. 200 mL

e Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
Tris 12,11g
H.O qg.s.p. 200 Ml

.+ SDS 10% (p/v)
SDS 10 g

H-O g.s.p. 100 mL

«  PSA 10% (p/v)

Persulfato de amonio 100 mg/1 mL de agua

* Gel de empilhamento SDS-PAGE

H,O destilada 10,41mL
Tris-HCI pH 8,3 3,75mL
Solucéo Acrilamida/Bis-acrilamida 1,50mL
PSA 10% (p/v) 140uL
TEMED 10pL

* Gel de separacédo SDS-PAGE
H,O destilada 5,90mL
Tris-HCI pH 8,3 13,35mL
Solucéo Acrilamida/Bis-acrilamida 13,25mL
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Glicerol 7,48mL
PSA 10% (p/v) 140uL
TEMED 7uL

* Solucgao corante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (vIv)
Acido acético 10% (v/Vv)
Comassie Briliant Blue (R-250) 1% (p/v)

* Solucao descorante para Gel SDS-PAGE
Metanol 40% (viv)
Acido acético 10% (V/v)

5.9. Solucgbes para ELISA, Dot blot e Western blot

e PBSpH74
Na,HPO, 1 M 68,4 mL
NaH,PO, 1 M 31,6 mL
NaCl 2,5 M 58 mL

g.S.p. 1000 mL de H,O destilada

« PBSTpH74
PBS adicionado de tween 20 a 0,05% (v/v).

* PBS-BSA 3%

PBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 3% (p/v)

» Corante Ponceau — solucao estoque 10X

Ponceau S 249
Acido Tricloracético 30¢g
Acido sulfosalicilico 309
H.0 qg.s.p. 100 mL

e Tampéao de transferéncia
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Tris 48 mM
Glicina 39 mM
Metanol 20%
SDS 0,037%
» Tampéo da fosfatase alcalina (APB)

Tris-HCI, pH 9,5 0,1 M
NacCl 0,1M
MgClI2 50 mM

* Solucao reveladora para Western blotting e Dot Blot

O NBT (nitroblue tetrazole) e o BCIP (5-bromo-4-cloro-indolil fosfato) —
Amersham Pharmacia Biotech — foram preparados em solucdes estoque a 50
mg/mL, sendo o NBT dissolvido em N,N- Dimetil formamida a 70%, enquanto o
BCIP, em N,N- Dimetil formamida a 100%. Para o preparo de 10 mL da solucao
reveladora, foram adicionados, respectivamente, 66uL e 33uL dos estoques de
NBT e BCIP em 10 mL de tampao APB.

e Substrato para HRP: Solucdo ABTS (Roche Molecular Biochemicals)

e Substrato para ELISA cujo conjugado possui fosfatas e alcalina
p-Nitrophenyl Phophate - Pnpp (Sigma FastTM Pnpp, Soluble Alkaline
Phosphatase Substrate).

5.10. Solugdes para purificagdo de proteina em Colu  na de Niquel Sepharose
(HPLC)

e Tampéo Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque)
NaHPO,-2H,0 142¢g
NaH;PO4-H,0O 11g
NacCl 23,389
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Os solutos foram diluidos em 90 mL de agua destilada, o pH da solucéo foi
ajustado para 7,4, o volume foi completado para 100 ml e a solucao foi filtrada
com filtro de 0,45 pm. Concentracdes finais: Fosfato = 160 mM e NaCl = 4M.

e Tampéo Imidazol 2M pH 7,4 (estoque)
Imidazol 13,63 g
Agua destilada 90 mL
O soluto foi completamente diluido, o pH foi ajustado para 7,4 com HCL, o volume
final foi completado para 100 mL e a solucao, filtrada em filtro com poros de 0,45

um.

* Tampéao de ligagdo (240 mL)

Tampao Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque) 30 mL
Tampao Imidazol 2M pH 7,4 (estoque) 2,4 mL
H.0O qg.s.p. 240 mL

Contracgoes finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 20 mM.
pH 7,4.

e Tampao de Eluicdo (80 mL)

Tampao Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque) 10 mL
Tampao Imidazol 2M pH 7,4 (estoque) 20 mL
H>O g.s.p. 80 mL

Contracoes finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 500 mM.
pH 7,4

5.11. Solugbes para preparacdo de DNA plasmidial

o GET
Glicose filtrada 20% (p/v) 0,92%
EDTA 0,5M pH 8,0 (autoclavado) 10 mM
Tris-HCI 1M pH 7,4 (autoclavado) 26 mM
« KOAc 3M

Acido acético glacial 60 mL
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KOACc 5M (filtrado) 11,5mL
Agua MilliQ (autoclavada) 28,5 mL

¢ RNAse A - INVITROGEN
RNAse A (10 mg/mL) diluida em tampé&o acetato de sédio 50 mM, pH 4,8 e

fervida em banho-maria por 20 minutos.

5.12. Enzimas e kits utilizados

« SuperScript ™ Il Transcriptase Reversa - INVITROGEN, utilizado para

amplificar o cDNA.

» Taqg DNA Polimerase Platinum - INVITROGEN (5 U/uL) fornecida com o

seu tampéo de reacao 10X, utilizada nas reacgdes de PCR.

* T4 DNA Ligase - INVITROGEN (1 unidade/uL), fornecida com o seu
tampdao 5X, utilizada nas reacdes de ligacéo.
* Enzima de restricdo Sfi | — NEW ENGLAND BIOLABS (20 U/uL),

acompanhada com tampéao de reacdo NEB 2 10X.
* dNTPs - Eppendorf (100 mM/cada) utilizados nas reacdes de PCR.

* Wizard SV gel and PCR Clean-up System — PROMEGA, utilizado para

eluir DNA a partir de gel de agarose.

* Cubetas de 0,2 cm - (Bio-Rad) utilizadas para eletroporacdo no

equipamento Gene Pulser com Pulser Controller da Bio-Rad.

* Glicogénio - Roche Molecular Biochemicals (20 mg/mL).

* Oligo (dT)12-18 Celulose - INVITROGEN (0,5 pg/pL).

 Centripep 10 (Millipore, Amicon) — Utilizada para concentrar amostras de

scFv do sobrenadante de cultura.
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* DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Squencing Kit fo r MegaBace -

Amersham Pharmacia Biotech — Mix para a rea¢éo de seqienciamento.

* Eletrophoresis Matrix for MegaBace - Amersham Pharmacia Biotech.

* Multi Screen — Placas de filtracdo de material biologico. Utilizadas em
preparacdes de plasmidios nas placas para sequenciamento automatico
(Millipore).

* Placas de microtitulacdo com fundo chato (Corning Costar)

» Selo adesivo para placa de microtitulacao resistente a etanol (ICB

Biomedicals)

* Coluna HisTrap HP - Amersham Biosciences — Coluna Niquel-Sepharose

utilizada para purificar scFv por meio de cromatografia em HPLC.

* Kit CK-NAC cinetico crystal — (Bioclin). Utilizado para mensurar a

atividade miotoxica.

» Marcador de Massa Molecular Kaleidoscope Prestain ed Standards
(Bio-Rad).
Em gel contendo Tris-HCI, este marcador apresenta o seguinte padrédo de bandas
(cor/Daltons): -Azul = 198,355; rosa = 131,039; verde = 82,699; violeta=40,435;
Laranja; 31,341; vermelho = 17,180; azul = 6,913.

» Marcador de Massa Molecular 100bp — Amersham Pha rmacia Biotech



5.13.

Oligonucleotideos

sintéticos

TECHNOLOGIES)

Tabela 1 - Oligonucleotideos sintéticOcdARBAS, 2000).

especificos
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(INTEGRATED DNA

Oligo

Sequéncia

Utilizacao

CSCVHo-F

CSCG-B

CSCVK

CKHJo-B

CSC-F

CSC-B

MMB4

MMB5

5'GGT CAG TCC TCT AGATCT TCC
GCC GTG ACG TTG GAC GAG 3

5'CGT GCC GGC CTG GCC ACT AGT
GGA GGA GAC GAT GAC TTC GGT CC
3

5'GTG GCC CAG GCG GCC CTG ACT
CAG CCGTCCTCGGTGTC 3

5'GGA AGATCT AGA GGA CTG ACC
TAG GAC GGT CAG G 3

5'GAG GAG GAG GAG GAG GAG GTG
GCC CAG GCG GCC CTG ACT CAG 3

5' GAG GAG GAG GAG GAG GAG GAG
CTG GCC GGC CTG GCC ACT AGT
GGA GG 3

5" GCTTCCGGC TCG TAT GTTGTG T3

5" CGTTTG CCATCT TTT CATAAT C 3

Para amplificacdo dos genes de cadeia
pesada de galinha a partir da
extremidade 5'. Cria um peptideo
conector curto e é complementar ao
CKJo

Para amplificacdo dos genes de cadeia
pesada de galinha a partir da
extremidade 3'.

Para amplificacdo dos genes de cadeia
leve de galinha a partir da extremidade
5.

Para amplificacdo dos genes de cadeia
leve de galinha a partir da extremidade
3'. E complementar ao CSCVHo.

Para amplificacdo dos scFv a partir do
5" da cadeia variavel leve originada na
primeira  PCR com os iniciadores
CSCVK e CKJo-B. Cria um sitio para
Sfil.

Para amplificacdo dos scFv a partir do
3" da cadeia variavel pesada originada
na primeira PCR com os iniciadores
CSCVHo-F e CSCG-B. Cria um sitio
para Sfi |, diferente daquele criado por
CSC-F

Para sequenciamento dos scFv
clonados no vetor pComb3X a partir da
extremidade 5' (cadeia leve).

Para sequenciamento dos scFv
clonados no vetor pComb3X a partir da

extremidade 3' (cadeia pesada).
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5.14. Anticorpos conjugados

* Monoclonal Anti-HA — conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA).

* Monoclonal Anti-IgG de coelho - conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMA).

* Monoclonal Anti-lIgY — conjugado com peroxidase (SIGMA).

* Monoclonal Anti-M13 — Conjugado com peroxidase (Amersham Biotech).

5.15. Obtencéo de Neuwiedase e peconha bruta de  Bothrops pauloenis

Amostras da peconha bruta de Bothrops pauloensise e a metaloprotease
Neuwiedase purificada sao resultados do trabalho da Profa. Dra. Veridiana de
Melo Rodrigues, que gentilmente cedeu este material biolégico para a realizacdo
de nossos estudos.

5.16. Animais

* Galinhas

Galinhas da raga White Leghorn com duas semanas de idades foram
doadas pelo Instituto Vallé, Minas Gerais, Brasil. Essas aves permaneceram em
gaiolas adequadas localizadas em biotério com temperatura controlada, foram
supridas com racdo propria para a idade, assim como agua foi fornecida ad

libitum. Os animais permaneceram em bom estado nutricional.
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« Camundongos

Os camundongos Swiss machos (20-25g) doados pelo Instituto Vallé, Minas
Gerais, Brasil foram mantidos em condi¢cdes padrbes (temperatura 22 + 1T,
umidade relativa 60 £ 5%, ciclo de 12 horas luz/escuro) com dieta padronizada e

agua ad libitum.

5.17. Imunizagdes das galinhas

Foram utilizadas para a imunizacdo quatro galinhas de trés semanas de
idade, da raca White Leghorn. Duas galinhas foram imunizadas com peconha
bruta de Bothrops pauloensis e outras duas utilizadas como controles negativo
(imunizadas com adjuvante e PBS). Cada animal teve cinco mL de sangue
coletado previamente ao inicio do esquema de imunizacdo, e soros extraidos
destas amostras serviram para determinar o titulo pré-imune como controles das
imunizagodes.

O esquema de imunizacdo foi o descrito por BARBAS et al. (2001), a
primeira dose foi constituida por 200 ug de peconha bruta de Bothrops pauloensis
em PBS, que foi seguida por uma sequéncia consecutiva de trés doses (150 ug
de peconha bruta em PBS). Todas as inocula¢des foram por via intramuscular
com intervalos de 14 dias. A primeira dose continha adjuvante completo de
Freund (Sigma Chemical Co, USA) e as doses subsequentes, adjuvante
incompleto de Freund (Sigma Chemical Co, USA) na propor¢ao de 1:1 (v/v). Os
animais tiveram seu sangue extraido uma semana ap0s cada inoculagéo, e soros
foram obtidos destas amostras para se determinar a producédo de anticorpos por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para o ELISA, placas de microtitulagdo Polisorp
(NUNC) foram sensibilizadas com 10 ug de peconha bruta, diluida em tampéo
bicarbonato, durante toda a noite a 4C. Em seguida, as placas foram bloqueadas
com tampéo de bloqueio (PBST 0,1%, leite desnatado 5%), para posterior adicdo
das amostras de soro das galinhas antes e ap0s as imunizac¢des e incubadas por
1 hora a 37C. Apoés esse periodo, as placas foram lavadas por 5 vezes com
PBST 0,5% e adicionados anticorpos secundarios (IgG de coelho anti IgY de
galinhas conjugado com peroxidase (SIGMA) diluidos em tampao de bloqueio, o

qual foi incubado durante 1 hora a 37C. A placa foi novamente lavada com
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PBST. A reacao foi revelada pela adicdo de substrato enzimatico contendo o-
fenilenodiamino (OPD). Apés a constatacdo da rea¢do medida visualmente, entre
as reacg0des positivas e controles negativos, (cerca de 20 min apds a colocacéo do
substrato OPD), a reacao foi interrompida com acido sulfurico e efetuada a leitura
a 492 nm em leitor de microplaca (Flow Titertek Multiskan Plus - USA).

Com a comprovacéo do titulo satisfatério, os animais foram sacrificados,
seus bacos coletados e imediatamente acondicionados em recipientes com
nitrogénio liquido e posteriormente em ultrafreezer a uma temperatura de -80°C

até sua utilizacao.

5.18. Extracdo de RNA total

Os bacos das galinhas imunizadas foram macerados em cadinho com
nitrogénio liquido e imediatamente transferidos para tubos Falcon contendo Trizol
(INVITROGEN). A extracdo de RNA foi realizada segundo instru¢des do protocolo
fornecido pelo fabricante. Apds a extracdo, o RNA foi analisado em gel de
agarose 1%, aliquotado e armazenado a -80 °C.

Todo o material utilizado para colheita e manipulagdo de amostras foi
previamente tratado para eliminacdo de RNAses.

5.19. Sintese de cDNA

Aproximadamente 20ug de uma mistura de RNAs dos bacos das galinhas
imunizadas, foram utilizados para a sintese de cDNA, utilizando o kit Acess Quick
RT-PCR system (PROMEGA) e oligo(dT)12-18 (INVITROGEN), de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. As condi¢cdes para a rea¢do no termociclador
foram: 70°C por 10 min, 4°C por 1 min. Apds este passo, a enzima transcriptase
reversa — Superscript'™ Il (INVITROGEN) - foi adicionada aos tubos e um novo
ciclo foi desenvolvido (1h a 42°C). O produto foi mantido a -20°C até sua

utilizacao.
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5.20. Amplificacdo dos fragmentos das cadeias leve (VL) e pesada (VH) de
anticorpos de galinha

Para amplificar os fragmentos de DNA das cadeias leves e pesadas dos
anticorpos, foram realizadas cinco reagdes com 10 pL de cDNA (molde). Cada
reacado apresentou um volume final de 100 pL, o qual continha 60 pmoles de
oligonucleotideos CSCVHo-F (senso) e CSCGB (reverso) para amplificacdo dos
genes VH; CSCVK (senso) e CKJo-B (reverso) para amplificacdo dos genes VL,
10 pyL de tampdo de PCR 10X (INVITROGEN), 8 puL de dNTPs 2,5 mM
(EPPENDORF) e 0,5 pL de Tag DNA polimerase 5U/uL (INVITROGEN). As
reacoes de PCR foram conduzidas em termociclador nas condi¢cdes seguintes:
94°C durante 5 minutos
37 ciclos de:
94°C durante 1 minuto
56°C durante 1 minuto
72°C durante 1,5 minuto
Extensao final: 72°C durante 11 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados em gel de agarose
1%, corados com brometo de etidio e visualizados utilizando-se o equipamento
ImageMaster VDS (PHARMACIA BIOTECH).

As cinco reacdes de PCR (para amplificacdo da cadeia pesada e cadeia
leve) foram reunidas, precipitadas com 2,5 volumes de etanol e 0,1 volume de
acetato de sodio 3M, pH 5.2, e ressuspensos em agua. Os produtos de PCR
foram aplicados em um gel de agarose 1% para purificagdo dos fragmentos de
DNA correspondentes aos genes VH e VL, utilizando-se o kit Wizard SV Gel up-
System (Promega). As amostras de DNA eluidas e purificadas do gel foram
quantificadas em gel de agarose, 1% utilizando-se um marcador de Massa

Molecular 100bp (Amersham Pharmacia Biotech).
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5.21. Amplificacao dos fragmentos scFv de galinha ( Overlap)

O overlap, definido como a sobreposicdo dos fragmentos VH e VL e
posterior amplificacdo do fragmento unido (scFv), s é possivel pelo fato de os
iniciadores utilizados na amplificacdo dos fragmentos variaveis possuirem uma
“cauda” complementar entre os fragmentos, formando um peptideo conector
(linker); o que permite a ligagdo entre os fragmentos. Um novo par de
oligonucleotideos externos foi utilizado para a amplificacdo do scFv. Foram
realizadas 10 reacdes de PCR utilizando 500ng de VH e VL purificados, 60
pmoles de oligonucleotideos CSC-F (senso) e CSC-B (reverso), 10 uL de tampéao
de PCR 10X, 8 uL de dNTPs 2,5 mM e 0,5 puL de Taq DNA polimerase 5 U/pL.

As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador com as seguintes
condigodes:

Desnaturacéo:

94°C durante cinco minutos

25 ciclos de:

94°C durante um minuto

56°C durante um minuto

72°C durante 1,5 segundos

Extenséo final: 72°C durante 11 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose
1% corados com brometo de etidio e visualizados com auxilio do equipamento
ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech). As 10 reacfes foram precipitadas com
2,5 volumes de etanol e 0,1 volumes de acetato de sodio 3M, pH 5.2 e, em
seguida, os fragmentos scFv foram purificados utilizando o kit Wizard SV Gel up-

System (Promega)

5.22. Digestao dos fragmentos scFv e do vetor pComb  3X com a enzima Sfi |

Para a digestdo do scFv e do vetor, foram montadas duas reacles
utilizando 12 unidades de enzima Sfi | (20 U/uL — NEW ENGLAND BIOLABS)
para cada 1 pg de DNA e tampéo NEBuffer 2, em concentracédo final de 1X. As

reacoes foram incubadas a 50°C durante 6 horas e, em seguida, analisadas em
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gel de agarose. Os fragmentos digeridos foram purificados do gel utilizando o kit

Wizard SV Gel up-System (Promega).

5.23. Ligacéo dos fragmentos de DNA scFv com o veto  r pComb3X

Foram misturados 1400 ng (8,5 pL) de pComb3X digerido com Sfi I, 700 ng
(5,4 pL) de scFv digeridos com Sfi I, 40 pL de tampdo da enzima 5X
(INVITROGEN), 10 pL de T4 DNA Ligase (INVITROGEN) e 136,1 pL de HO
qg.s.p.

Trés reacbes de ligacdo idénticas foram realizadas para aumentar a
variabilidade da biblioteca. As reac¢des foram incubadas a 24°C durante 20 horas
e, em seguida, precipitadas com etanol/acetato de sddio, para posterior

transformacao das células competentes.

5.24. Preparacao de células XL1-Blue eletrocompeten tes

Adaptado de BARBAS et al., 2000.

1 - Uma coldnia de células XL1-Blue foi isolada e inoculada em 10 mL de
meio SB contendo tetraciclina (30 pg/mL), este pré-indculo foi incubado a 37°C
durante a noite, sob agitacao de 250 rpm.

2 - Cinco mL do pré-inoculo foram diluidos em 500 mL de meio SB
contendo glicose 2% e MgCl, 0,1 M e distribuidos em dois Erlenmeyers de 1000
mL. As culturas foram incubadas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm até D.0.600nm
de 0,7.

3 - Apos ter atingido a D.O.s00nm desejada, os frascos foram resfriados no
gelo durante 15 minutos. A partir deste passo, as células permaneceram no gelo,
ou a 4 °C durante as centrifugacdes; aléem disso, frascos, ponteiras e glicerol
utilizados nos passos seguintes foram resfriados antes do contato com as células.

4 - As culturas foram centrifugadas a 3000 x g durante 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os sedimentos ressuspendidos em 100 mL de
glicerol 10% (v/v) gelado. A suspensdo de células foi centrifugada a 3000 x g
durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Os sedimentos foram

submetidos a mais duas lavagens com 50 e 25 mL de glicerol 10% gelado.
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5 - ApOs a terceira lavagem, as células foram ressuspendidas no volume
residual de glicerol, distribuidas em volume de 200 pL e transferidas para
microtubos novos e estéreis.

6 - As aliquotas foram congeladas em banho de alcool e gelo seco e
estocadas a -80°C até serem utilizadas para eletroporacdo e como pré-inéculo

nos procedimentos de selecéo.

5.25. Transformacao de células E. coli (XL1-Blue) por eletroporacao
Adaptado de BARBAS et al., 2000.

Para a transformacdo das células, 10 pL do sistema de ligacdo foram
misturados a 200 pL de células competentes. Em seguida, a mistura foi
transferida para uma cubeta de 0,2 cm previamente resfriada em gelo e
submetida ao choque no eletroporador com os seguintes parametros elétricos: 2,5
kV, 25 pF e 200 Q. O t esperado nessas condi¢cOes variar entre 4,0 e 5,0
milisegundos. Apés a eletroporacdo, as células foram recuperadas,
imediatamente, em 3 mL de meio SOC, transferidas para um tubo Falcon de 15
mL estéril e incubadas a 37°C sob agitacao de 250 rpm durante 1 hora. Diluicbes
desta cultura foram semeadas em placa de petri com meio LB agar contendo
carbenicilina 100 pg/mL para a determinacdo da eficiéncia de transformacéo.
Colbnias isoladas (clones) destas placas foram utilizadas na proxima etapa para
analise de sequéncias génicas presentes na biblioteca.

Quatro sistemas de transformacéo foram realizados nesse passo.

5.26. Preparacao de DNA plamidial em placa de Micro titulacédo

Adaptado a rede Genoma brasileiro

1- Clones isolados obtidos na etapa anterior foram inoculados em 1 mL de
meio SB suplementado com 100ug de carbenicilina em placas deep well. A placa
foi selada e, para melhorar a aeracéo, foram feitos 2 furos sobre cada poco,
posteriormente, a placa foi incubada a 37C durante 20 horas, sob agitacdo de
300 rpm.
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2- ApoOs a incubacéo, a placa foi centrifugada (4000 x g por 10 minutos), o
sobrenadante descartado e aos sedimentos celulares foram adicionados 240uL
de GET. A placa foi selada e os sedimentos ressuspensos por agitacao (2
minutos).

3- Nova centrifugacao foi realizada (4000 x g por 9 minutos, a temperatura
ambiente), o sobrenadante foi descartado e a placa ficou invertida sobre papel
toalha por 5 minutos. Aos sedimentos foram acrescentados 80uL de GET e, sob
agitacao, as células foram ressuspensas.

4- Adicionaram-se 2,5uL de RNAse A (10mg/mL) a cada poco de uma
placa de microtitulacdo de fundo redondo, para o qual foi também transferido
60uL da suspensado de células. Todos os pocos foram acrescidos com 80uL de
NaOH 0,2N/SDS 1% (preparada na hora). A placa foi selada com adesivo novo,
agitada por inversdo (30X), incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugada rapidamente.

5- Em seguida, foram adicionados 80uL de KOAc 3M a cada poco e
novamente foi agitada por inversédo seguida de incubacao a temperatura ambiente
por 10 minutos e rapida centrifugacéo.

6- O adesivo foi removido e a placa incubada em estufa a 90C por 30
minutos e, posteriormente, o adesivo foi recolocado e a placa, resfriada em gelo
por 10 minutos, seguido de centrifugacao a 4000 x g por 9 minutos, 20<C.

7- Os sobrenadantes foram transferidos para uma placa-filtro Millipore
fixada com adesivo no topo de uma microplaca de fundo “V” e, em seguida,
centrifugados por
6 minutos a 4000 x g, 20<C.

8- O volume de 100pL de Isopropanol foi adicionado a cada pogo com
filtrado, este material foi homogeneizado por inversao (30X) e centrifugado (4000
X g, 20C, 45 minutos).

9- Seguido ao descarte do sobrenadante, o DNA foi lavado com 200uL de
Etanol 70% gelado e centrifugado (4000 x g, 5 minutos, 20C). O sobrenadante foi
removido e a placa invertida sobre papel absorvente foi rapidamente centrifugada
até atingir 800 rpm.
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10- ApOs a secagem da placa invertida a temperatura ambiente por 1 hora,
o DNA foi ressuspenso em 20 pL de agua MilliQ, e deixado sob ligeira agitacéo a

4 durante a noite toda. Posteriormente, o DNA foi estocado a -20<C.

5.27. Sequenciamento das cadeias variaveis pesadas e leves dos clones

Com o intuito de avaliar a diversidade da biblioteca, foram sequienciados os
DNA de clones isolados.

1- As reacdes de sequénciamento foram preparadas com o kit DyEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing (GE) e utilizando-se um sequenciador
automético capilar MegaBace. As amostras foram preparadas para
sequenciamento em placas de 96 pocos contendo aproximadamente 400 ng de
DNA plasmidial e 2,5 pmoles do oligonucleotideo MMB4 (senso) ou 2,5 pmoles do
oligonucleotideo MMB5 (reverso), em um volume final de 10 pL.
2- As condicdes da reacao de sequenciamento foram:
25 ciclos de:
95 °C por 20 segundos
50 °C por 15 segundos
60 °C por 1 minuto
3- As amostras foram precipitadas adicionando-se 2,5uL de Acetato de Amdnio
7,5M e 55puL de Etanol 100% (v/v) seguido de homogeneizagéo por inversao e
centrifugacéo por 30 minutos a 2500 x g a 4C.
4- Apés o descarte do sobrenadante, 120uL de Etanol 70% (p/v) foram
adicionados e a placa foi centrifugada a 2500 x g por 30 minutos e, entdo, o
sobrenadante foi descartado.
5- O alcool residual foi removido por rapida centrifugacdo até 800 rpm com a
placa invertida sobre papel absorvente. Depois de secadas, as amostras foram
ressuspensas em 10uL de loading buffer por meio de agitacéo vigorosa em vortex
durante 10 a 20 seguntos.
6- De acordo com as instru¢cdes do fabricante, as amostras foram aplicadas no
MegaBace.
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5.28. Andlise das sequéncias

O sequenciador (MegaBace 1000 da GE) gerou cromatogramas que foram
processados e analisados nos programas Phred basecalling (ERWIN & GREEN
1998). A qualidade das sequéncias foi verificada manualmente diante dos
cromatogramas. As sequéncias obtidas foram traduzidas com auxilio de
alinhamentos realizados com o banco de dados do programa BlastX no NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Translations&PROGRAM=Dblastx&B
LAST_PROGRAMS=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=o0n),
e as regides determinates de complementariedade (CDRs) foram definidas
manualmente e, em seguida, alinhadas pelo programa ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

5.29. Preparacéo do fago auxiliar VCSM13
Adaptado de BARBAS et al. 2000.

* Obtencao de placas de lise
Para a obtencéo das placas de lise, foram inoculados 2 uL de células XL1-
Blue competente em 2 mL de meio SB contendo tetraciclina 10 pg/mL, incubado a
37°C, sob agitacdo até atingir O. D. a 600 nm de 0,6-1,0. Em seguida, foram
feitas aliquotas de 50 pL de células em microtubos, adicionado 1 pL de fagos
auxiliares diluidos (10°®, 107 e 10®), para garantir a formacdo de placas de lises
isoladas, e incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Os 50 pL da
cultura foram adicionados em 3 mL de meio LB top agar liquefeito (45-50°C) e
vertido em uma placa de petri contendo LB agar. As placas foram incubadas a
37°C durante a noite e, no dia seguinte, a incubac&o observou-se a formacéo de
placas de lise.
* Amplificacdo de placas de lise
Para a amplificacdo das placas de lise, foram inoculados 10 pL de células
XL1-Blue competente em 10 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, com
tetraciclina 10 pg/mL, em um tubo Falcon de 50 mL e incubado a 37°C durante
uma hora sob agitacdo. Uma placa de lise foi transferida com auxilio de um palito
estéril ao tubo contendo a cultura de bactérias, para que ocorresse a infeccéo, em
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seguida, o tubo foi incubado a 37°C sob agitacdo durante 2 horas. A cultura
infectada foi transferida para um Erlenmeyer de 1litro com 250 mL de meio SB
pré-aquecido a 37°C, suplementado com tetraciclina 10 pg/mL, e incubada a 37°C
sob agitacdo durante 1 hora. Apds este periodo, foi adicionada kanamicina 70
pg/mL e houve incubacdo 37°C, sob agitacdo durante a noite. No dia seguinte, a
cultura foi transferida para tubos estéreis, centrifugada a 2500 x g durante 15
minutos e o sobrenadante coletado em tubos novos. O sobrenadante foi
submetido a incubacdo a 70°C durante 20 minutos para eliminar as células
residuais e, entdo, foi centrifugado a 2500 x g, durante 15 minutos. O
sobrenadante foi estocado em tubos estéreis a 4°C.
» Determinacao do titulo da preparacao de fagos auxil  iares

Para determinar o titulo da preparacdo dos fagos auxiliares, oS mesmos
foram inoculados em 2 mL de meio SB, contendo tetraciclina (10 pg/mL) e 2 uL de
células XL1-blue competentes e incubado a 37°C em agitacdo até atingir a O. D. a
600 nm de 0,6 a 1,0. As células foram aliquotadas em 50 pL para microtubos e
adicionado 1uL de fagos auxiliares diluidos (10°, 107 e 10®) e incubado a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Foram adicionados os 50 pL de células
infectadas a 3 mL de meio LB top agar, misturado e espalhado em placas
contendo meio LB agar. As placas foram incubadas a 37°C durante a noite e, no
dia seguinte, as placas de lise foram contadas e o titulo de fagos foi determinado

em unidades formadoras de placas pfu/mL de fagos.

5.30. Obtencédo de particulas virais a partir de cél ulas transformadas com

Fagomideos (biblioteca scFv)

Com o objetivo de obter particulas virais, células transformadas com o
sistema de ligacdo (vetor pComb3X ligado com scFvs) foram submetidas a
metodologia descrita abaixo.

A cultura de células transformadas (50mL para cada sistema de
transformacao) e crescidas foram adicionados 10 pL de carbenicilina (100 mg/mL)
e 25 pL de tetraciclina (10 mg/mL) e incubada a 250 rpm durante 1 hora a 37°C.
Em seguida, foram adicionados 15 pL de carbenicilina, incubando-se as células

por mais uma hora, nas mesmas condigcbes anteriores. A cultura foi entdo
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transferida para um erlenmeyer de 1 L e foram adicionados 10 mL de fago auxiliar
VCSM13 (3,2 x 10 pfu/mL) e 150 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, contendo
75 uL de carbenicilina (100 mg/mL) e 75 uL de tetraciclina (20 mg/mL) e incubado
em agitador durante 1,5 a 2 horas, a 300 rpm, a 37°C. Foram adicionados 280 uL
de kanamicina (50 mg/mL) e mantidos nas condicfes descritas anteriormente
durante a noite. No dia seguinte, a cultura foi submetida a centrifugacéo a 3000 x
g durante 15 minutos a 4°C. O sedimento foi estocado a -20°C para futuras
preparacdes plasmidiais. Ao sobrenadante foram adicionados 8g de PEG 8000
(polietilenoglicol) e 6g de cloreto de sédio e agitado a 250 rpm, durante 10
minutos, a 37°C para dissolver a fase sélida. Em seguida, o sobrenadante foi
incubado em banho de gelo durante 30 minutos. Os fagos foram coletados por
centrifugacdo a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e a garrafa mantida invertida sobre papel toalha, por pelo menos 10
minutos. Para garantir a secagem do sedimento, as bordas da garrafa foram
enxugadas com papel toalha. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de
TBS/BSA 1% (p/v), a suspensdo foi transferida para dois microtubos e
centrifugada a 12000 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante, contendo as particulas virais, foi transferido para um tubo novo e
estocado a 4°C.

Reamplificacbes da biblioteca ndo séo indicadas, pois fagos que
expressam diferentes anticorpos apresentam taxas de crescimento diferenciadas,
portanto, ao reamplifica-la, podem ocorrer perdas em sua diversidade. Contudo,
recomenda-se a reamplificacdo antes do procedimento de sele¢do, quando os
fagos estiverem armazenados por mais de um dia, pois proteases presentes na

solucéo degradam o anticorpo expresso.

5.31. Selecdo da biblioteca de scFv contra peconha bruta de Bothrops
pauloensis

O procedimento de selecdo seguiu como descrito por BARBAS et al.
(2001) (Figura 5).

1 — Dois pocos de uma placa de microtitulacdo foram adsorvidos com 50 pg
de peconha bruta de Bothrops pauloensis diluidos em 100 pL de tampéo

Bicarbonato de sédio (0,1M pH 8,6). A placa foi incubada a 4°C durante a noite e,
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no dia seguinte, a solucdo contendo a antigeno foi descartada; aos dois pocos
foram adicionados 200 pL de TBS-BSA 3% para bloquear, seguido de incubacéo
a 37°C durante 1 hora.

2 - A solucédo bloqueadora foi descartada e 100 pyL da biblioteca de
anticorpos em fagos, adicionados a cada poco. A placa foi selada e incubada
durante 2 horas a 37°C, em estufa.

3 - A solucéo de fagos foi desprezada, e 0s pocos lavados de acordo com o
seguinte método: o volume de 200uL de TBST 0,5% foi pipetado vigorosamente
por 5 vezes, a solucdo de lavagem permaneceu nos pog¢os por 5 minutos antes de
ser desprezada. O numero de repeticdes deste passo variou de acordo com o
ciclo de selecao (1°e 2°ciclos — 5 lavagens, 3°e 4°ciclos — 10 e 15 lavagens,
respectivamente).

4 — Descartada a solucdo de lavagem, fagos ligados foram eluidos por
incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente, com 50 pL de tampéo de
eluicdo acido (Glicina-HCI 0,1M, pH 2,2), e vigorosas pipetagens (10X) foram
realizadas nos pogos com este mesmo tampédo; de imediato, o eluato foi
transferido a um novo tubo contendo 3 pL do tampé&o de neutralizacdo (Tris-base
2M).

5- O eluato de um poco (50uL) foi estocado a 4°C. O outro foi inoculado
numa cultura de 2 mL de células XL1-Blue e incubado a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A cultura foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL, no
qual foram adicionados 6 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, 1,6 pL de
Carbenicilina (100 mg/mL) e 6 uL de tetraciclina (10 mg/mL) (neste ponto foram
reservados 20 pL da cultura para calcular o titulo de saida). O tubo foi incubado a
37°C, durante 1 hora, sob agitacéo de 250 rpm.

6- Ap6s 1 hora, adicionaram-se ao tubo 2,5 pL de Carbenicilina (100
mg/mL) e uma nova incubacao foi realizada nas mesmas condi¢cdes do passo
anterior. Em seguida, o volume de 2 mL de fago auxiliar VCSM13 (102 pfu/mL) foi
acrescido ao tubo, e a cultura foi transferida para um Erlenmeyer de 500 mL, no
qual estavam 91 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C suplementado com 46puL de
carbenicilina (100 mg/mL) e 92uL de tetraciclina (10 mg/mL). O Erlenmeyer foi

mantido durante 1,5 a 2 horas sob agitacdo de 300 rpm a 37°C. Seguidas 2 horas,
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o volume de 140 pL de kanamicina (50 mg/mL) foi acrescentado ao meio e, entéo,
a cultura foi incubada durante a noite nas condi¢des descritas anteriormente.

7- No dia seguinte, a cultura foi submetida a centrifugacdo a 3.000 x g
durante 15 minutos a 4°C. O sedimento foi estocado para futuras preparacoes
plasmidiais a -20°C. Para precipitar fagos, foram adicionados ao sobrenadante 4 g
de PEG 8000 (polietilenoglicol) e 3 g de cloreto de sodio, esta solucao foi agitada
a 250 rpm, durante 10 minutos, a 37°C, para dissolver a fase solida.
Posteriormente, o sobrenadante foi incubado em banho de gelo durante 30
minutos.

8- A solucéo contendo os fagos foi submetida a centrifugacédo a 15000 x g,
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo mantido
invertido sobre papel toalha por, pelo menos, 10 minutos, para garantir a secagem
do sedimento. Ap6s esse tempo, as proximidades da boca do tubo foram
enxugadas com papel toalha e o sedimento ressuspendido em 2 mL de TBS/BSA
1% (p/v).

9- A suspensao foi transferida para dois microtubos e centrifugada a 14000
rpm durante 5 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante contendo as particulas

virais foi transferido para um novo tubo e estocado a 4°C.

Amplificacdo dos fagos
ligantes emE. coli
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Figura 1. Selecéo de fagos, expressando as difernformas scFvsA triagem dos fagos foi realizada em
guatro ciclos de selegéo, utilizando placa de ELt®A os antigenos adorvidos. A cada ciclo, os te&gan

especificos foram selecionados e re-amplificad&CEDEV & FELLOUSE, 2008
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Para titular o material amplificado e eluido, foram feitas diluicbes seriais
dos fagos para titulo de entrada (10°, 107 e 10®) e diluicdes seriais para titulos
de saida (102, 10 e 10™). Estas diluicées foram misturadas com as células (XL1-
Blue) e incubadas a temperatura ambiente. Em seguida, uma aliquota de cada
cultura foi semeada em placa de petri contendo meio LB agar suplementado com
Carbenicilina (100pg/mL) e Glicose 2%. As placas foram incubadas a 37°C
durante a noite. Os titulos foram determinados com base no numero de colonias
formadas multiplicado pelo fator de diluicdo. O resultado é expresso em unidades

formadoras de colbnias ufc/mL.

5.32. Extracdo de DNA plasmidial de bactérias (XL 1  blue) do terceiro ciclo

de selecéao

Bactérias (X-L 1 Blue) do 3°ciclo de sele¢édo porta doras dos genes scFv
selecionados foram previamente armazenadas. O DNA plasmidial foi extraido
deste sedimento celular de acordo com a metodologia seguinte:

1 - O sedimento foi ressuspenso em 100 pL de GET e agitado
intensamente até se tornar homogéneo, em seguida, foi centrifugado (5000 rpm
por cinco minutos a 4C) e o sobrenadande, despreza do. Este passo foi repetido
por duas vezes.

2 — Ao sedimento foram adicionados 200 pL de solugao Il (SDS 1%, NaOH
0,2M) recém-preparada, o conteudo do tubo foi misturado por inversdo e mantido
no gelo por 20 minutos.

3 — O volume de 150 pL de solucéo Ill (tampé&o acetato) foi acrescentado
ao tubo e cuidadosamente misturado por inverséo (trés vezes). Apos 20 minutos
de incubacéo no gelo, a amostra foi centrifugada (13000 rpm por 15 minutos a
4<C), o sobrenadante foi transferido a um novo tubo e o sedimento, desprezado.

4 — Apés a adicdo na amostra de 500 pL de Isopropanol, houve mistura por
inversao, o tubo foi centrifugado (15000 rpm por 10 minutos a 4C).

5 — O sobrenante foi descartado e ao sedimento, foi acrescentado 600 pL
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de Etanol 70%. O tubo foi centrifugado nas mesmas condicfes do passo anterior.
6 - O DNA presente no sedimento secou por 30 minutos a temperatura

ambiente, em seguida, foi ressuspenso em 100 pL de agua MilliQ com 2 pL de

RNAse.

A qualidade do DNA e sua concentracao foram avaliadas por meio de eletroforese

em gel de agarose 1% e espectrofotometria.

5.33. Transformacdo da linhagem de E. coli ndo supressora Top 10 com

fagomideos provenientes do terceiro ciclo de selecd o

O método escolhido para transformar as células foi por choque térmico -
CaCl,, o qual é de facil manipulagdo e ndo requer equipamentos sofisticados.
Este procedimento foi adaptado de MARANHAO apud AZEVEDO et al. 2003.

1 — O pré-indéculo (500pL) de E. coli da cepa Top 10, crescida durante a
noite, foi adicionado a 50mL de LB. Esta cultura foi incubada a 37°C sob agitacao
até atingir uma O. D. a 600 nm de 0,2.

2 — Apoés o periodo de crescimento, as células foram centrifugadas a 3000
X g a 4C por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso em 10 mL de solugdao de CaCl, (50 mM gelada), com suave
agitacdo. A partir deste passo, as células permaneceram em banho de gelo, ou a
4 °C durante as centrifugacoes.

3 — Nova centrifugagéo foi realizada nas condigdes descritas anteriormente,
0 sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso, lentamente, em
1mL de solucéo gelada de CaCl, a 50mM.

4 - As células foram consideradas competentes depois de incubadas por 1
hora no gelo.

5 — Em um tubo, foram adicionados 200uL de células Top 10 competentes
e, também, 500 ng de fagomideos do terceiro ciclo de selecdo. Este sistema de
transformacdo permaneceu em banho de agua/gelo por 30 minutos, em seguida,
foi incubado a 42<C durante 3 minutos.

6 — ApGs o choque térmico, foi acrescentado 1 mL de meio LB ao tubo, as
células foram incubadas a 37<C por 1 hora.
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7 — Amostra de células transformadas (100uL) foi semeada em placa
contendo meio LB agar, Carbenicilina (100ug/mL) e 2 % de Glicose. Este material
foi mantido a 37<C durante a noite (16 horas).

8 — No dia seguinte, a eficiéncia da transformacédo foi determinada pelo
namero de unidades formadoras de colonias/mg de DNA contido em 1uL da
cultura transformada.

Clones isolados obtidos nesta etapa foram utilizados na producéo de scFv

em solugéo.

5.34. Producdo de scFv na forma soluvel (sem a prot eina Ill do fago) em

placa deep well

Fragmentos de anticorpos clonados no vetor pComb3X podem ser
produzidos livres da proteina lll, isto € possivel quando células de E. coli ndo
supressoras sao transformadas com este vetor. A metodologia deste tdpico
relaciona-se com a expressao da forma soltvel dos scFvs por Bactérias Top 10,
as quais foram previamente transformadas com fagomideos do terceiro ciclo de
selecdo. Este procedimento foi adaptado de BARBAS et al. (2001).

1- Clones isolados obtidos na etapa anterior foram inoculados em 1mL de
meio SB com 100ug de carbenicilina e 20mM de MgCl, em placa deep well. A
placa foi selada e, sobre cada poco, foram feitos 3 furos para melhorar a aeracao;
em seguida, a placa foi incubada a 37<C, 300 rpm a noite toda.

2- No dia seguinte, 50uL da cultura de cada clone foram transferidas para
uma placa de 96 pocos, estéril, contendo 21puL de Glicerol 50%, o0 que resulta em
uma solucdo com concentracdo final de Glicerol igual a 15%, ideal para estocar
células a -80C. O restante da cultura foi centrifu gado a 3000 x g por 10 minutos,
os sedimentos das células foram submetidos a extragdo de DNA plasmidial, o
DNA foi sequenciado e analisado.

3- Em outra placa tipo deep well, contendo 1 mL de meio SB suplementado
com 50ug de Carbenicilina e 20mM de MgCl,, foram inoculados 50uL da cultura e
incubados a 37C, sob agitacdo de 255 rpm, até atin girem uma O. D. a 600nm

proxima de 1. Cerca de 2 a 3 horas.
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4- Ao atingir OD indicada, a expressdo do gene do anticorpo foi induzida
com a adicdo de IPTG na concentracao final de 1mM. A placa foi incubada
durante a noite nas mesmas condi¢des descritas acima.

5- Ao fim da inducdo, a placa foi centrifugada a 3000 x g por 20 minutos e
o0 sobrenadante de cultura foi transferido para uma nova placa e armazenado a

4C até ser utilizado nos ensaios de Dot Blot e ELISA.

5.35. Dot blot para analise da expresséao heteréloga de moléculas scFvs

Este ensaio foi realizado para detectar clones que secretavam scFv no
sobrenadante de cultura induzida por IPTG.

Do sobrenadante da cultura de cada clone individual, foram pipetados 5 pL
em membrana de nitrocelulose 0,45 um (Hybond ECL, Amersham Biosciences) e
deixado secar a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi bloqueada
com uma solucéo de BSA 3% em TBS e incubada a 4°C sob agitacdo, durante a
noite. A membrana foi lavada, rapidamente, por 3 vezes com TBST 0,05%, imersa
em uma solucdo contendo o anticorpo anti-HA conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMA) (diluido 1:5000 em BSA 3%) e incubada durante 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada por 3 vezes,
rapidamente, com TBST 0,05% e 1 vez com APB (tampao da fosfatase alcalina).
O ensaio foi revelado com o substrato NBT/BCIP. Para parar a reacdo, a
membrana foi lavada em agua destilada.

Clones que expressaram scFv em solucdo foram testados quanto a
reatividade (antigenicidade) contra a peconha bruta de B. pauloensis e a
metaloprotease denominada Neuwiedase, a qual foi isolada desta mesma
peconha (RODRIGURES et al. 2000). Os testes utilizados para avaliar a
antigenicidade dos scFvs diluidos em meio de cultura foram o ELISA e dot blot.

5.36. Ensaio de ELISA com peconha bruta de Bothrops pauloensis e da
Neuwiedase (metaloprotease fibrinogenolitica da pe¢  onha de B. pauloensis).

1- Numa placa de microtitulagdo (Nunc Polisorp), alguns pocos (4 por clone
scFv avaliado) foram sensibilizados com 100 pL de uma solugcdo contendo
peconha bruta (10 pg/mL em 50 mM NaHCOgs, pH 9.6) e em outros pogos foi
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adicionada a solucdo de toxina Neuwiedase, nas mesmas condi¢cdes descritas.
Como controle negativo, utilizou-se BSA 3% em tampéo bicarbonato. A placa foi
incubada durante a noite a 4C, sob leve agitacao.

2- A solucdo de proteinas foi descartada e a placa lavada com PBST
0,05%.

3- O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com 150uL de BSA 3%
em PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Na seqiéncia, o bloqueio foi
descartado, a placa foi invertida sob papel toalha, e 100uL do sobrenadante de
cultura de inducado dos scFv foram adicionados. Seguiu-se incubacéo por 2 horas
a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Como controle negativo, foi utilizado o
sobrenadante de um clone com pComb 3X vazio.

4- Os sobrenadantes foram descartados e a placa lavada 3 vezes com
PBST 0,05%.

5- O anticorpo secundario anti-HA conjugado com fosfatase alcalina foi
adicionado (1:1000 em PBS) e a placa foi mantida por 1 hora a temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. O anticorpo foi descartado e a placa lavada 3 vezes
com PBST.

6- Para revelar a reacgdao, utilizaram-se 100 pL do substrato pNPP
(SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl phosphate — Sigma) incubados a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, por, pelo menos, 30 minutos. Em seguida, a reagao foi
parada com 25uL de NaOH 3 M.

7- Enfim, a leitura da reacao foi realizada no comprimento de onda 405nm,
considerando-se 0s poc¢os da placa que nao foram sensibilizados (brancos).

5.37. Dot Blot

1- Tiras foram cortadas de uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL,
Amersham Biosciences) (2 tiras para cada clone testado). A cada tira
adicionaram-se 2L de Neuwiedase, peconha bruta de B. pauloensis diluidos em
TBS. Para controles negativos, foram utilizados BSA 3%, e o sobrenadante de um
clone com pComb 3X vazio.

2- Bloguearam-se as membranas com TBS-BSA3% por 2 horas a

temperatura ambiente. Posteriormente, foram feitas 3 lavagens com TBST 0,05%.
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3- A cultura induzida (sobrenadante) de cada clone foi incubada com 2 tiras
por 2 horas a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Em seguida, lavagens
(3X) foram realizadas com TBST.

4- O anticorpo secundario anti-HA, conjugado com fosfatase alcalina,
diluido em bloqueio (1:5000), foi adicionado e as membranas permaneceram a
temperatura ambiente por 1 hora, sob leve agitacdo. Mais 3 lavagens com TBST e
uma, com tampéao APB foram feitas.

5- A revelacdo ocorreu com o substrato NBT/BCIP. Ao surgimento da

marcacao a membrana foi lavada em agua destilada.

5.38. Producéao de scFv em grande escala

O clone selecionado pelos testes de Elisa e dot blot, e que apresentou
sequéncias Unicas de scFv apds analises do DNA, foi utilizado para testes mais
especificos. Para realizar os ensaios seguintes, o clone foi induzido novamente
(como descrito no item 5.34), porém num volume maior de cultura (200mL). As
quantidades de Carbenilicina, MgCl, e IPTG foram ajustadas de maneira

proporcional ao aumento de volume (de 1 para 200mL).

5.39. Concentracdo do sobrenadante de cultura em co  luna Centriprep

O volume de 200 ml de sobrenadante foi concentrado.

Adicionaram-se 15 mL de sobrenadante de cultura por coluna Centriprep,
as quais foram centrifugadas com 3000 rpm por 15 minutos a 4C. O
sobrenadante que atravessou a coluna foi descartado e as colunas foram
centrifugadas por 15 minutos a 4C. Em seguida, hou ve uma nova centrifugacéo
por 5 minutos, e PBS foi adicionado até completar 15 mL. As centrifugacdes
foram repetidas por mais duas vezes, com o intuito de trocar o meio de cultura por

tampao fosfato.

5.40. Purificacdo de scFv por cromatografia de afin ~ idade em HPLC
A cromatografia de afinidade para purificar proteinas é fundamentada na
capacidade de alguns aminoacidos doadores de elétrons tais como: histidina

(His), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe) de se ligarem de maneira reversivel a
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ions metélicos (como o niquel) imobilizados em uma matriz. O Kit HisTrap (GE),
utilizado neste passo, foi desenvolvido para uma rapida e reproduzivel purificacdo
de proteinas expressas com calda de hitisdina. O protocolo de purificagdo
realizado seguiu as recomendacdes do fabricante.

1- Antes de injetar a amostra (obtida no passo anterior) na coluna de
niquel, a mesma foi centrifugada a 40000 x g por 30 minutos, a 4C e depois
filtrada em filtro de 0,45um.

2- A coluna His-Trap foi previamente lavada com 5mL de agua destilada e
deaerada. E, em seguida, foi equilibrada com 10 mL de tampao de ligacéo
(Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 20 mM, pH 7,4). Com a coluna equilibrada,.

3- A coluna foi conectada ao aparelho AKTA (Pharmacia) HPLC,
equilibrada e entdo a amostra originaria do sobrenadante de cultura foi injetada.
Em seguida o aparelho iniciou automaticamente o sistema de purificacdo, com o
seguinte parametro:

» Passagem de 10 mL de tampdao de ligacdo para retirar as moléculas nao
ligadas a resina;

* Eluicdo com tampéao Imidazol (Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 500
mM, pH 7,4).

* Fracdes de 1 mL foram coletadas

4- Posteriormente, cada fracao foi analisada por dot blot,e quantificada por
leituras espectrofotométricas a 260 (Al) e 280 nm (A2). Em seguida, os valores
obtidos foram calculados segundo a formula:

[ ]de proteina = K3 x A2 — K4 x Al, onde: K3 = 1552,0 e K4 = 757,3

5- As fracdes que apresentaram maiores concentragcdes foram reunidas em
um tubo, o volume foi completado para 15 mL com PBS, e o tampéao de eluicao
com Imidazol foi substituido por PBS em coluna Centriprep. A amostra resultante
foi congelada em nitrogénio liquido, e estocada a -20<C.

6- Imediatamente, antes do uso, a amostra liofilizada foi diluido em agua

MILLIQ autoclavada e dosada novamente.

5.41. Andlise de proteinas em Gel SDS-PAGE
Adaptado de BARBAS et al. (2001)



79

Amostras purificadas de scFv (1pg/pL) foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida.

1- O gel de separacao foi preparado em concentracédo de 16% (p/v) e
polimerizado com TEMED e PSA, em seguida, foi adicionado o gel de
empilhamento, o qual também foi polimerizado com auxilio de TEMED e PSA. O
pente foi colocado sob o gel de empilhamento antes da polimerizag&o deste.

2- O gel foi acoplado a uma cuba contendo os tampdes apropriados para a
corrida eletroforética.

3- Antes da aplicacdo, as amostras foram adicionadas de tampao de
amostra (1/1) e submetidas a fervura em banho-maria por 4 minutos, seguido de
resfriamento no gelo. O marcador de massa molecular foi aplicado no mesmo gel
da amostra, este foi preparado de acordo com especificacdes do fabricante.

4- A eletroforese foi conduzida a 25mA até o azul de bromofenol atingir a
base do gel.

5- O gel foi desmontado e submetido a coloragdo com prata de acordo com
a metodologia descrita por SAMBROOK et al. (1989).

5.42. Ensaio de Western Blotting
Adaptado de SAMBROOK et. al. (1989)

Para avaliar a especificidade do scFv (C5) contra toxinas da pe¢onha bruta
de Bothrops pauloensis, e proteinas heterdlogas produzidas por E. coli, foi
realizado o teste de Western blotting.

1- Amostras com 15ug da peconha bruta de B. pauloensis foram corridas
em 2 géis SDS PAGE 16% e, em seguida, um dos géis foi corado com prata, e as
proteinas do outro gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, 0,45um — GE), utilizando-se para isso o sistema de transferéncia
Mini Trans-Blot Eletrophretic Transfer Cell (Bio Rad). As condi¢cdes para a
transferéncia foram as seguintes: voltagem = 100V, amperagem = 250mA por 1,5
horas.

2- ApoOs a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceaut durante 5
minutos e, em seguida, lavada com agua Milli Q até a visualizagdo das bandas.

Posteriormente, a membrana foi cortada em 6 tiras (correspondentes as linhas de
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corrida no gel), seus sitios inespecificos foram bloqueados com TBS-BSA 3% por
1 hora, a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Cada tira de membrana foi
lavada por 3 vezes com tampé&o TBST 0,05%.

3- Incubaram-se 5 tiras em concentracfes distintas de moléculas scFv
diluidas em TBS-BSA 3%. Para controle negativo, uma tira foi incubada com
anticorpo anti-lgY produzido em coelho (Sigma) na diluicao de 1/1000. A
incubacéao foi de 2 horas a temperatura ambiente.

4- As membranas foram lavadas 3 vezes em TBST 0,05% e incubadas por
1 hora, a temperatura ambiente com anticorpo secundario (anti-HA conjugado
com fosfatase alcalina- Sigma), diluido 1/5000 em TBS-BSA 3%.

5- Logo apds a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas
foram lavadas por mais 3 vezes, nas mesmas condi¢cdes descritas acima, e uma
lavagem foi realizada com a utilizacdo do tampao fosfatase alcalina (APB). Por

meio da solugao reveladora contendo NBT/BCIP a reagéo foi revelada.

5.43. Atividades Biologicas

Para realizar as atividades biologicas (hemorrdgica e miotoxica), foram
utilizados camundongos Swiss machos (18-22g). Os controles positivos foram
feitos com animais inoculados com peconha bruta diluida em PBS. Controles
negativos foram obtidos por meio da inoculacdo nos animais de tampao PBS
(50ul). O grupo teste consistiu em incubar a peconha bruta com anticorpos scFv
por 30 minutos a 37T, na razédo de 1:10 (m/m peconh a/ anticorpo), ou seja, no

ensaio foram usadas 10 vezes a quantidade de proteina do controle positivo.

5.43.1. Inibi¢do da atividade hemorragica

Amostras constituidas por 10ug da peconha bruta de Bothrops pauloensis,
diluidas em 50 pyL de PBS, foram inoculadas por via intradérmica no dorso de
camundongos Swiss (n=6). ApoOs trés horas, os animais foram sacrificados e
tiveram suas peles removidas. A atividade hemorragica ficou comprovada com a
presenca do halo hemorragico (NIKAI et al.,, 1984). A quantificacdo desta
atividade foi feita com a média das &areas (mm?® dos halos hemorragicos

formados.
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5.43.2. Inibicdo da Atividade Miotoxica

Grupos de 04 camundongos Swiss foram injetados no musculo gastrocnemius
direito com doses de 25 pg de peconha bruta combinadas ou ndo com anticorpos
scFv. Os animais controles negativos receberam injecdo de PBS. Trés horas
depois, os camundongos foram sacrificados e sangrados por punc¢do cardiaca,
coletando-se o sangue em tubos contendo solugcédo de citrato de sédio a 0,105M
e, imediatamente centrifugados. A atividade da enzima creatina cinase foi
determinada utilizando-se amostras do plasma usando o Kit CK-UV cinético
(Bioclin).

5.44. Atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas (PLA; indireta e fibrinogenolitica) foram realizadas
utilizando peconha bruta ou a toxina Neuwiedase como controle positivo e PBS
como controle negativo. Os grupos teste consistiram na incubacéo da peconha ou
toxina isolada com os anticorpos scFv, por 30 minutos a 37<C, nas razdes de 1:2
e 1:10 (m/m peconha ou toxina/ anticorpo).

5.44.1. Inibicdo da atividade fibrinogenolitica

Este teste foi realizado com o intuito de se demonstrar a capacidade
neutralizante do anticorpo sintético sobre algumas toxinas presentes na peconha,
as quais apresentam atividade proteolitica sobre o fibrinogénio. Amostras
contendo peconha de B. pauloensis ou Neuwiedase (10ug em PBS ou 5ug de
neuwiedase) foram incubadas, a 37C por 30 minutos, com scFv (1/10, m/m,
peconha ou toxina/anticorpo), em seguida, as misturas scFv-VB ou scFv-
Neuwiedase foi adicionada solucdo de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL) e, em
seguida, feita novamente incubacédo a 37 por 1 hora. Por fim, apés o periodo
de incubacéo, a essas amostras foram acrescentados 25 pL de tampé&o Tris-HCL
0,5M, pH 6,2 contendo 2% de SDS (m/v), 10% de B-mercaptoetanol (v/v), e 0,05%
de azul de Bromofenol (m/v). As amostras foram analisadas em eletroferese
(PAGE SDS). Método descrito por LAEMMLI (1970).
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5.44.2. Inibicdo da atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi mensurada por um ensaio hemolitico indireto em
gel de agarose. Como substrato, foi utilizada uma mistura contendo eritrocitos de
camundongo e emulsdo de gema de ovo. Solu¢cées com scFv (20 e 100ug) foram
incubadas com peconha bruta (10ug), a 37<C for 30 minutos. Solu¢des contendo
apenas peconha bruta foram utilizadas como controle. A atividade enzimatica foi
expressa em porcentagem, onde 100% representam a auséncia de atividade da
peconha.
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6. Resultados

6.1 Imuniza¢des de galinhas com a pegonha bruta de B. pauloensis

As aves imunizadas com a peconha bruta de B. pauloensis produziram
anticorpos reativos aos antigenos presentes na peconha. Os titulos de anticorpos
observados na primeira semana, apos o inicio do esquema de imunizagdo, foram
baixos, contudo, posterior a segunda dose houve aumento abrupto na producao
de anticorpos especificos a peconha. Esta elevada taxa de imunoglobulinas
permaneceu assim até a Ultima dose de imundégeno inoculada (42 dose). Os
animais utilizados como controles negativos nao desenvolveram anticorpos
reativos a peconha. Titulos obtidos apdés o esquema de imunizacdo podem ser

visualizados na Figura 2.

14 -
12 - &h ——Pré-vBl
= 1 —o—Prg—VBZ
ul;j —— Adjuvante
3 0,8 - ——VB1
.E —=— VB2
S 06 -
<3
=
S 04 -
=
< 0.2 -
___________—-—0——_______
O T T T T T T

1/200 1/500 1/1000 1/5000. 1/10000 1/25000 1/50000

Dilui¢des do soro

Figura 2 - Resposta de anticorpos em soros de gdlas para imunizages com a peconha bruta d&
pauloensis VB1 e VB2 representam os titulos de anticorposdoistipor imunizagdo de duas galinhas com a
peconha bruta dB. pauloensis; Pré-VB1 e Pré-VB2 correspondem aos soros pré@sidas galinhas VB1 e
VB2, respectivamente; e Adjuvante refere-se ao starayalinha imunizada apenas com tampéo fosfato

associado ao adjuvante de Freund.

Titulos acima de 1/1000 s&o suficientes para construcdo de biblioteca de
anticorpos (BARBAS et al. 2001). Desta forma, ap0s a obtencdo dos titulos
adequados, os animais foram sacrificados e seus bacos coletados e utilizados

para extracdo de RNA.
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6.2 A amplificacdo dos genes que codificam as cadei  as leve (VL) e pesada
(VH) de anticorpos de galinha e amplificagdo do fra  gmento scFv ( Overlap)

As sinteses dos genes VH e VL foram simplificadas pelo fato de um anico
par de iniciadores ser necessario para amplificar todo o repertério imune da
galinha (ANDRIS-WIDHOPF et al. 2000). Para amplificar os genes da regido
variavel da cadeia leve, foram utilizados os oligonucleotideos CSCVK (senso) e
CKJo-B (reverso). No caso da cadeia pesada, empregaram-se 0s oligos
CSCVHo-F (senso) e CSCG-B (reverso). Os produtos destas amplificacdes foram
visualizados em géis de agarose 1% corados com brometo de etideo. Os
tamanhos observados dos genes para cadeias leve (cerca de 350 pb) e pesada
(cerca de 400 pb) corresponderam aos divulgados na literatura (Figura 3 B). Em
seguida, os produtos foram purificados e utilizados como molde para a reacao de
PCR de sobreposicdo na montagem do gene scFv (overlap). Nesta etapa, houve
a sobreposicdo entre sequéncias nucleotidicas complementares presentes nos
oligonucleotidios CkJo-B (VL) e CSCVHo-F (VH), a sequéncia sobreposta codifica
um peptideo que promove a unido entre os fragmentos VH e VL (Short Linker).
Outros iniciadores CSC-F (senso) e CSC-B (reverso), externos ao fragmento
sobreposto, foram utilizados para amplificar o gene scFv de aproximadamente
750pb (Figura 3 D). O produto da reacdo de sobreposicdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% e suas bandas foram purificadas do gel

utilizando-se o kit de purificacdo para produtos de PCR.
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. «. Primer senso CSCWHo-F
O... — Primer senso CSCVKF o 4 Linker ™

Primer reverso CKHJo-B == >Linker Primer reverso CSCG-B

400 p

Marcador VH VL

Primer CSC-F
(Senso) Owverlap WH L
WL Linker Linker wH

.
FEST [ [4]

® e

- sni scFv — Short linker Primer CSC-B
(Reverso)

0 800

_ 3 Marcador = scFv )
Figura 3 - Representacdo esquematica de reagbes em cadmitirdarase para sintese dos genes sa@kvs.

esquema da amplificacdo por PCR das cadeias varitexe e pesada. B: Eletroforese em gel de agarose
(1%) mostrando os produtos génicos dos fragmefitdgs: 1-marcador de massa molecular (100pb), 2-
cadeia pesada, 3-cadeia leve. C: esquema da monthg&agmento recombinante scFv por PCR. D: Gel de
agarose 1%: Linhas: 1- Marcador de massa molel0@pb); 2 — scFv montado com as cadeias VH e VLI.
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Para criar a biblioteca de fragmentos de anticorpos, os produtos génicos
scFv purificados foram clivados com a enzima de restricdo Sfi I, agrupados e
clonados no vetor pComb3XSS previamente digerido com a mesma enzima
(Figura 4). Para estimar o tamanho da biblioteca, inicialmente, foi realizada uma
reacdo de ligacdo em pequena escala. Os resultados obtidos neste teste
indicaram que apenas duas reacgdes de ligacao definitivos seriam suficientes para
produzir uma biblioteca com diversidade de 10° transformantes. Assim, foi
produzida a biblioteca scFv de galinhas imunizadas com pegonha bruta de B.
pauloensis utilizando-se dois sistemas de ligacdo. A biblioteca apresenta

variabilidade de 2 x10° diferentes scFvs expressos em fagos.

ompA
GENE 1T rp
o P e T
T cadon
Short Linker Amt
SAIL 2773 |

Fragmento clonado entre os sitios
da sfi | do vetor pComb3X

|

Transformagdo de E. coli

|

Infecgdo com fago auxiliar VCSM13

|

Fragmentos scFv de anticorpos

recombinantes apresentados em /

capsideos de fagos

Figura 4 — Representacdo esquematica do vetor depegssdo pComb3X apés a clonagem do scFo.
vetor contém: uma regido codificante para seisidiists (H6) utilizada para purificar as proteinas
recombinante em coluna de niquel, ou, para detgogémeio de anticorpos monoclonais anti-His Tagau
regido com o epitopo da hemaglutinina (HA) que term deteccdo do scFv com anticorpos anti-HA; o
cédon ambar (TAG) que possibilita a expresséo @ $iwre da proteina lll, ou seja, livre do fagma
forma solGvel por algumas linhagens bacterianassoficessoras.
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6.3. Andlise da diversidade da biblioteca

As regifes VH e VL de clones presentes na biblioteca foram sequenciadas
e traduzidas para investigar a variabilidade. Foram obtidas 57 sequéncias: 40 do
gene VK (VL) e 17 de VH, entretanto, quatro ndo apresentaram boa qualidade,
desta forma nao foi possivel determinar todas as suas CDRs. A estrutura primaria
da regido varidvel presente numa imunoglobulina da linhagem germinativa,
indiferenciada, ou seja, sem sofrer os processos de rearranjo génico, conversao
génica e mutacdo somatica, foi comparada com as sequéncias dos clones para
verificar ganhos na variabilidade (Figura 5). Como resultado, observamos que
todas as CDRs de todos os clones possuem sequUéncias diferentes das
encontradas na linhagem germinativa. Em alguns casos, as diferencas consistem
em alteracdes de apenas um ou dois aminoacidos (exemplos: CDR1 presente nas
cadeias pesadas dos clones 5, 6, 22) e, ainda, numerosas CDRs possuem
quantidades de aminoacidos variadas e distintas da linhagem germinativa
(exemplos: CDRL1 presente nas cadeias leves dos clones 1, 24 e 37). Os clones
11 e 26 possuem a mesma sequéncia na CDR1 do gene da cadeia leve kappa
(SGGGGSYG), mas apresentam as outras duas CDRs diferenciadas, portanto
nao representam a expansao de um clone. Do mesmo modo, as sequéncias
NNNNRPS e DNDKRPS ocorrem de forma repetida em CDR2s dos genes kappa
presentes nos clones 3, 22, 36 e 20, 21, respectivamente. Todos os genes VH
sequenciados e avaliados apresentaram distintas composi¢cdes de aminoacidos.
Apesar de algumas sequéncias repetidas nenhum clone avaliado foi idéntico a
outro, assim, a biblioteca apresenta uma variabilidade adequada para selecédo e

analise de ligantes.
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FR LYY Y Woin]:§ ALY Y T JUSER—— - Be——Y Y ¥ Yo(p]: LYY Y Y Y FR3 eeee*CDR3ecccccccce . FR4-------

Galinha VL ALTQPSSVSANPGGTVKITC SGDSS------- YYG WYQQKAPGSAPVTVIY DNTN---------- RPS NIPSRFSGSKSGSTATLTITGVRADDNAVYYC AST DSSSTA--------- Gl FGAGTTLTVL
Clone 1 SGG—--SSSSYYG DDTN---- ------ RPS GSEDSSITS AGI

Clone 2 SG------ ASSGYYG SNDQ:; RPS

Clone 3 SG GSYSYG NNNN RPS GAWDSSYWWVTDIG -------------------
Clone 4 SGS—SDD-----YG DNSQQTLEHPRPS GAWESSSN PAI

Clone 5 SGSS--—D-----YG ANDK RPS GAWDSSTYG---IWGV --------m-memmomm-
Clone 6 SGS—SDS-—-YG ENDK RPS GAWNDSSEP DGl

Clone 7 SGS—SGN----- YG ENTD RPS GTYDSSTY ADV

Clone 8 GSS SSYYG GNTN RPS GTEDSS

Clone 9 SGS—DSS—--YG GNDK RPS GTYDSS ADI

Clone 10 SGG—GGS----YA ENNN RPS GSGDIT T---TPI

Clone 11 SGG-GGS YG NSNN RPS GSGDTS I--DAT

Clone 12 SGG----DGSYYYG TNTN---------- RPS GSADS SGT

Clone 13 SG GGY---YG ANNK RPS GSYDSSG----- N---SGI -----------m -
Clone 14 SGG TNKYG YNDR RPS GSWDSSD NSA

Clone 15 SGD SSYYG GNDA RPS GSEDSND A

Clone 16 SGG----- SSSYGYS SNNQ: RPS GSTDSNM DIG

Clone 17 SGG------ S-GIYYG YGNK RPS ASVDSTG AGI

Clone 18 SGG---SAGNAYG DNTK RPS GNQDNT:

Clone 19 SGS---R---YNAYG SNNK RPS GSGDNSGA AAV

Clone 20 SGD SSWYG DNDK RPS GSYDSSS LGV

Clone 21 SGD SS-YG DNDK RPS GGRDSSSY VGl

Clone 22 SGD SSSSYG NNNN RPS GNADSSG VGl

Clone 23 SGG---SGSN--YG YA NK RPS GSADSSS |

Clone 24 SGGGSNSYYAYG WNDQ, RPS GSYEGST-----5---VTGI ---------------—-—-
Clone 25 SGG YYRYG TSDK RPS GSYDN T---ATTI

Clone 26 SGG----GGS---YG SNDK GPS GNEDTSAG YAG

Clone 27 SGG----SSNSDYG YNNK RPS GSIEGSTDSG------ YIG| -------mmm -
Clone 28 SG SSSSSYG DNNK RPS GSYGYTD-AG--GYFGV -----------------
Clone 29 SGG----- GSSSYYG GNTT RPS GSTDSTY VGM

Clone 30 SGGGSSYGNYYG WNDK RPS ANSDSTGTG IF

Clone 31 SGGGD----SSYYG GSSS RLS GSADSSYV Gl

Clone 32 SGG CSYGYG DSRK RPS GAWNDSSSEV Gl

Clone 33 SGGS YSYG DNTQ:; RPS GASDSGSNV Gl
Clone 34 SGG YSWL DKQQQTLGH----- GSADSGS Gl

a8



ER
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Galinha VL ALTQPSSVSANPGGTVKITC SGDSS----------- YYG WYQQKAPGSAPVTVIY DNTN---------- RPS NIPSRFSGSKSGSTATLTITGVRADDNAVYYC AST DSSSTA--------- Gl FGAGTTLTVL
Clone 35 SGTR DAYG SNDK RPS GNEDMSYGD |
Clone 36 SGGG KNYG NNNN RPS GTEDDSNT--D Sl
Clone 37 -- SGDR SGNYYG ENNK RPS GGYDN-SAG SA--
Clone 38 SGS SSGYG DDNK RPS DAWDSTTHA--------- Al =memmemmeeeeeeeen
Clone 39 SGGG SNGYG YNDK RPS GSWDSSSGA SI
Clone 40 SGGQWYA-GSYYYG TNNK RPS GTYDSTYVD |
B

- LI 0{ 0] 2 5 [ JS— FR2--------- eeecccccceee(CDR2ecccccee FR3 eeeeeCDR3ecccccccce oo .. FR4-------
Galinha VH SGGGLQTPGGALRLVCKASGFTFS SYDML WVRQAPGKGLEFVA GIDNTGS--------- YTHYGAAVKG RATISRDNGQSTGRLQLNNLRAEDTATYYCAK RTAGSIDA WGHGTEVIVSS
Clone 5 SYAMY e GIYTG-GGSGTGYG------ SAVKG AA---VTCGGYTCAGDIIDA -------------mmmm--
Clone 12 SNGMA ------mmmmmememm e DINAA-G-SNTYYG------ SAVQG GM--LDL------- VPAASIDA --------m-mememeeee
Clone 9 SHAMH --------m-mmmmm oo GIGS-GSGSYTYYA------- PAVKG TTY------ TYSGISG-GGYIDA ------------memmmo-
Clone 1 SHGMN ------m-mmommmmom oo GISSSGSGSGTAYG------ SAVKG SAY---GGSCASCHGDDIDA -------------=---—-
Clone 37 SYEMQ --- ---- VIRS---DGSYTWYG----- PAVDG AAG-GYCGWSGYVGGIDA --------- ——--
Clone 6 SYDMQ --------------- --- GINA---AGSFTHYG----- AAVKG ALGSDYCDRTFCSAGIVDA ---------- e
Clone 17 DYAMG ---------mmmmemmmmmomemeee GIGK--TGSDTWYG----TAVKEG TS CSGGWSAHCIDA ---- e
Clone 36 ---AV--- GVGRWYWQHHRHLRAGGEG PFG---YCAGGCY IAGSIDA ---------m-mmmme-
Clone 18 DRGMH GISK---TGSYTGYG SEG DAD----NKGWYGGDNIDA -----------------—-
Clone 27 SHAMN RLLAAGWCHILRVDER-AVPPS DVH-GYSTSGTWSINSIDA -----------m-mme-
Clone 2 YYGMN GYLAG QWMA----RQDTG
Clone 23 YCMQW AISSSGR----YTYYGT------ AVKG KWVMEFLFI LLITSTL
Clone 3 SYGMN CIDPNSGTWHGYGA---- AVNG VFY WVVGSGGRIDA ---------mmme-
Clone 22 SYAGY GIYTGGRQWHRIRVR AAVTCG-WLY
Clone 4 SYGMG GIGNTGRYTDTYYA----- PAVKA PFG---YCAGGCY IAGSIDA ---------m-mmmme-
Clone 40 SYNMQ GIRNDGS--DTYYA------ PAVKG
Clone 26 DRGMY AISNDGS--FTLYA------- PAVKG

Figura 5 - Comparagéo entre as sequéncias de amirmdos deduzidas de clones VL (A) e VH (B) e a sequeda correspondente a linhagem germinativa de galira.
Os linhamentos entre os clones foram realizadosaapentre as CDRs, os arcabosos (FRs) foram comdaeidénticos aos observado na linhagem gerwinati

68
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6.4. Selecédo de fagos presentes na biblioteca combi  natorial de anticorpos

contra antigenos da peconha bruta de  Bothrops pauloensis

Particulas de fagos expressando moléculas scFvs ligantes a peconha bruta
de B. pauloensis foram isoladas da biblioteca. Este processo ocorreu por quatro
ciclos de selecao, os quais consistem em ligacdes dos scFvs a pegonha, lavagens
dos anticorpos nao ligados, eluicdo e amplificacdo de fagos especificos. Para
obter anticorpos monoclonais com alta afinidade, houve aumento na pressao de
selecdo mediante aumentos progressivos na quantidade de lavagens do 2°para o
4° ciclo de selecdo. Devido a elevacdo na estringén cia, ocorreu enriguecimento

na quantidade de clones eluidos do 1°ao 4°ciclo d e selecao (Tabela 2).

Tabela 2 - Titulos obtidos em quatro ciclos de sel@o de uma bibliotecas de fagos-scFv contra peconha
bruta de B. pauloensis Titulos de entrada e saida, as condi¢cdes de g&tidia nas lavagens sao mostradas
para cada ciclo.

Ciclo de selegéo Entrada Saida Numero de
lavagens com
ufc/mL ufc/mL PBST 0,05%
1° 8,32 x 16" 2,4 x 10 5
2° 7,8 x 16" 8 x 1¢ 5
3° 5x 104 9,7x 16 10
4° 8,99 x 10 1,43x 16 15

6.5. Transformagéao da linhagem de Escherichia coli ndo supressora (TOP10)
com fagomideos provenientes dos terceiro e quarto c iclos de selecao e

expressao de moléculas scFv em solucéo

Fagos presentes no eluato dos 3°e 4°ciclos de sel ecdo foram amplificados
em XL1-Blue, em seguida, os plasmideos destas bactérias foram extraidos e
utilizados para transformar bactérias TOP 10. A linhagem nao supressora foi

requerida para expressar moléculas scFv, livres da proteina Il viral, em solucao.
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Depois de induzidos com IPTG, clones isolados de bactérias TOP 10
transformadas foram avaliados quanto a expressdo dos scFvs no meio de cultura.
A presenca das imunoglobulinas heterdlogas nos sobrenadantes induzidos foi
detectada por ensaios de Dot-Blot, com anticorpo anti-HA. Foram avaliados 90
clones para cada ciclo de selecdo, e os resultados mostraram a auséncia de
expressao por parte dos clones obtidos no 4° ciclo; entretanto, quatro clones
secretores de scFv foram identificados nos sobrenadantes induzidos de bactérias
transformadas com o 3° ciclo de selecdo. Para controles negativos, foram
utilizados o fago VCSM13 e o0 sobrenadante do vetor PComb3X vazio
transformado em TOP 10 e induzido nas mesmas condigdes. A membrana
revelada pode ser visualizada na Figura 6. Os clones localizados nas posi¢coes
C5, F1, F5 e F8 apresentaram marcacgdes positivas. O clone C5 apresentou maior
intensidade de marcacdo que os demais, indicando maior nivel de expressdo em

relacdo aos outros clones.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0111 12

—y .
o 1, R B

Figura 6 - Dot Blot de clones induzidos por IPTG (terceiro ciclo de $&0). Os controles negativos:

sobrenadante de pComb vazio e Fago VCSM13, estatizados nas seguintes posi¢des: C12, D12 e E12;
F12, G12 e H12, respectivamente. As demais posig@es ocupadas por sobrenadantes de clones

constituidos por bactérias TOP 10 com fagomideodedeeiro ciclo de selecdo. Os clones positivos
correspondem aos pontos marcados na membrana.
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Os clones produtores de scFv em solucao tiveram suas seqUéncias de
aminoacidos analisadas e mostraram distintos VHs e VLs entre si e entre os
encontrados na biblioteca nativa (antes da selecéo) (Tabela 3). Contudo, a CDR2
da cadeia leve presente no clone C5 ocorre também no clone 35 da biblioteca
nativa. Posteriormente, os quatro clones foram avaliados quanto as suas

antigenicidades.

Tabela 3- Sequencia de aminoacidos dos clones proohes de scFv soluvel

Clones Fragmento variavel de cadeia leve Fragmento  variavel de cadeia pesada

CDR L1 CDR L2 CDR L3 CDR H1 CDR H2 CDR H3
C5 SSSGYGYS SNDKRPS GSGDSTYVG DYGVG SI NDGSYPNYGS TSM YSLSSDRI DA
F1 SGVSYSYG SNDQRGS GSFRDTGYVA SHASD GSATRGHTVYGSG CEVDI GTGYSSI DA
F5 SGW\HL MITTRPS WEQDSSYVA TRGWF G DDDGSFPNYGSAVKG GSLLWSL SRLHRRM
F8 SGGAYYYG SDATRNPS GSSAASSDG DRGWF WYWFPKLRVGGEG GKVPCCGHYPGYI DA

Para avaliar a capacidade de ligacdo especifica das moléculas scFv-
soluveis, produzidas pelos quatro clones induzidos (C5, F1, F5 e F8), foram
realizados testes de ELISA e Dot Blot com duas peconhas brutas e a
Neuwiedase. Os estudos das interagbes foram determinados inicialmente por
ELISA, no qual os controles negativos foram obtidos com o sobrenadante
induzido de um clone contendo PComb3X vazio, e pocos sensibilizados com
soroalbumina sérica bovina. As amostras testadas foram incubadas com peconha
bruta de B. pauloensis, Neuwiedase e BSA. Os resultados demonstram a
imunorreatividade do anticorpo presente no sobrenadante do clone C5 aos dois
antigenos (Figura 7). Os demais anticorpos ndo apresentaram respostas
significativas. Em seguida, a imunorreatividade do sobrenadante do clone C5 foi

testada para antigenos presentes na pegconha bruta de B. alternatus, por meio do
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ensaio de Dot blot. Como controle positivo, foi utilizado anticorpo anti-HA blotado
diretamente na membrana e peconha bruta de B. pauloensis, ja 0s negativos
foram feitos com sobrenadante induzido de um clone contendo pComb3X vazio, e
BSA 3% blotado diretamente na membrana de nitrocelulose. Nesta avaliacéo, foi
comprovada a reatividade da molécula scFv contra antigenos presentes na
peconha bruta de B. alternatus (Figura 8). Isto mostra uma reatividade cruzada do
anticorpo com provaveis toxinas presentes em peconhas de espécies distintas.

Os controles negativos ndo marcaram as membranas.
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Figura 7- Andlise por ELISA direto mostrando a imurorreatidade de anticorpos expressos em solugéo
contra a peconha bruta deBothrops pauloensi® NeuwiedasePara controles negativos, foram utilizados
sobrenadante do vetor PComb3X vazio (PComb-VB, RENeU), e pocos de ELISA sensibilizados com
BSA 3%. O sobrenadante induzido de cada clone EC5F5 e F8) foi incubado com peconha bruta (VB),
Neuwiedase (Neu) e BSA. O sobrenadante do clonapt&sentou uma resposta positiva para a peconha
bruta e para a Neuwiedase, 0s outros sobrenad#uaadicaram reatividade neste teste.
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Figura 8- Imunogenicidade de moléculas scFvs em gebadante induzido do clone C5 contra a
peconha bruta deBothrops altenatusControles positivos foram obtidos com anticorpt-Bi& (posi¢édo 1
nas membranas A e B), e os controles negativosmféedos com uma solucdo de BSA 3% (posicdes 2 e 3
das membranas A e B). As peconhas brutaB. @tternatus e B. pauloensis estdo localizados nas posi¢cdes
respectivas 4 e 5 das membranas A e B. A membrae@r&sentou um controle negativo, foi incubada com
sobrenadante induzido de clone, contendo pComb3ovas marcacdes na membrana B indicam a
antigenicidade do anticorpo frente a duas peconhadas utilizados.



94

6.6. Producdao e purificagdo de scFv em larga escala

O clone selecionado pelos testes anteriores foi induzido em 200 mL de
meio SB; o sobrenadante foi concentrado em coluna centripep 10 e,
posteriormente, purificado, utilizando-se coluna de niquel em sistema HPLC.

Depois de aplicado o material, a coluna de niquel foi lavada com 10 mL de
tampdao fosfato e as moléculas ligadas foram eluidas com tampéao imidazol. Ao
final da cromatografia, fragdes purificadas foram obtidas em 10 tubos contendo 1
mL cada. Os tubos 2, 3, e 4 apresentaram maiores concentracdes de proteinas e
maiores reatividades com anticorpos anti-HA (Figura 9 A); contudo, apds a quinta
fracdo, as concentracdes protéicas e reatividade com anticorpo anti-HA foram
diminuindo ao longo da eluicdo, sendo que, a partir da sexta aliquota, havia
apenas tracos de proteinas. O contetudo dos tubos com maiores concentracées
protéicas foi agrupado e o tampéao imidazol foi substituido por tampéao fostato em
coluna Centripep. ApOs este passo, 0 volume de 10 pL da amostra foi submetido
a eletroforese em gel de poliacrilamida, para se verificar a eficacia da purificacéo;
o gel foi corado com prata e revelou a presenca apenas de uma banda com
massa molecular proxima de 30 kDa (Figura 9 B), correspondendo ao tamanho
de moléculas scFvs. Depois de purificados, os anticorpos monoclonais foram
liofilizados e armazenados a -20<C.

A quantificacdo dos scFvs foi feita por dosagem de proteinas e o

rendimento observado foi de 0,66 g/L de clone C5 cultivado.
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Figura 9 - Dot Blot e eletroforese em gel de poliacrilamida 16%para analise da purificacdo de
moléculas scFvsA: membrana de nitrocelulose, contendo 10 fragi#®las na purificacdo de moléculas
scFvs, os numeros indicam a localizagdo de cadadr&ontroles positivo (Pos +) e negativo (Nefgram
feitos com meio de cultura induzido do clone C53AB%, respectivamente. A deteccdo de fragmentos de
anticorpos foi feita com auxilio do anticorpo ark. As fracdes 2, 3 e 4 apresentaram maiores iitedss

de marcagdo, indicando maiores concentracdes des.sBFEletroforese em gel de poliacrilamida 16% da
amostras purificadas. M: marcador de massa mole(kitdeidoscope -BioRad) ndo corado com prata; MP:
marcador corado com prata; P: amostra purificadaladinha referente a amostra purificada apresenta
apenas uma banda com massa molecular préxima dé&8&0correspondendo ao tamanho indicado das
moléculas scFv.

6.7. Avaliacdo do perfil de antigenos presentes na  peconha de B. pauloensis
reconhecidos pelo scFv (C5)

Uma estimativa dos antigenos presentes na peconha bruta de B.
pauloensis, reconhecidos pelo anticorpo recombinante, foi feita por analise de
Western Blot. A peconha bruta foi resolvida por eletroforese em gel de
poliacrilamida 16%, em seguida, as proteinas foram transferidas do gel para a
membrana de nitrocelulose, e as bandas coradas com corante Ponceau. A
membrana foi incubada com o anticorpo recombinante e depois com anti-HA
conjugado com fosfatase alcalina. O resultado pode ser visto na Figura 10. Nas
membranas, visualiza-se a presenca de pelos menos quatro bandas distintas, das
quais, duas apresentam massas moleculares entre 40 e 80 kDa (seta A), sdo as
bandas mais intensamente marcadas e essa intensidade aumenta com elevacdes
nas concentracoes de scFv (tiras de 1 a 5). Outras duas bandas estao apontadas
pelas setas B e C, a primeira indica massas moleculares variando entre 17 e 30
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KDa e as ultimas apontam bandas pouco menores que 17 kDa. A membrana 1,
incubada com maior diluicdo de scFv (1/3000), mostrou imunorreatividade apenas
com as duas bandas que possuem maiores massas moleculares, indicando maior
afinidade a estas.

31,341 w—

Figura 10- Perfil antigénico da peconha bruta de8. pauloensisreconhecido pelo anticorpo scFv (C5).
Para controle negativo da reagdo o scFv foi sulstpor anticorpo anti-IgY (linha NAs linhas M e VB
mostram uma membrana contendo marcador moleculaleiffoscope -BioRad) e pegonha bruta,
respectivamente, corados com Poncesulinhas 1, 2, 3, 4 e 5 representam membranasfénagias com
bandas da peconha bruta, e posteriormente inculbadasrescentes concentraces de scFv (1/300@a,/20
1/1500, 1/1000 e 1/800). As setas apontam as baedtsas ao anticorpo.

Como observado, o espectro de reconhecimento antigénico do anticorpo
sobre a peconha bruta de B. pauloensis variou entre proteinas de baixas a
elevadas massas moleculares, comprovando, desta forma, a reatividade cruzada
deste anticorpo. Frente a antigenicidade demonstrada pelo scFv contra diferentes
componentes da peconha, surgiu a possibilidade desta molécula apresentar

capacidade neutralizante de algumas atividades toxicas induzidas pela pegonha.
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6.8. Inibicdo das atividades bioldgicas:

6.8.1. Inibicdo da atividade hemorragica da peconha  bruta

Para avaliar a neutralizacdo da hemorragia causada pela peconha de B.
pauloensis, duas doses minimas hemorragicas foram previamente incubadas com
0s anticorpos monoclonais, e posteriormente injetadas intradermicamente em

camundongos. Os resultados podem ser vistos na Figura 11.
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Figura 11 - Analise de inibicdo da atividade hemowgica. A - representacéo grafica, em porcentagem, da
atividade hemorragica obtida com a incubagdo darjeg com diferentes concentragdes de scFv. Os
resultados mostrados foram calculados com utilizalg®s medidas dos diametros dos halos hemorréaggcos
cada amostra (trés repeticdes para cada teste)ndi@ o controle positivo constituido por 2 DMH6(3

p1g) de peconha diluida em tampéo fosfato, e o @lentregativo (N) foi feito com tampé&o fosfato. M2 e

D3 representam amostras contendo peconha/scFvropergdes: 1/2, 1/5 e 1/10, respectivamente. B -

anticorpos scFv.

Variagbes nas concentracdes de scFv levaram a diferentes niveis de

inibicdo: a razdo 1/10 (peconha/anticorpo) mostrou neutralizacdo parcial dos
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efeitos hemorragicos, e, a medida que os anticorpos tornam-se mais diluidos,
maiores sdo os efeitos hemorragicos. Toxinas da pegonha provocam rompimento
de vasos sanguineos (hemorragia “per rexis”), contudo, os animais inoculados
com anticorpo/peconha nas proporc¢des de 1/10 e 1/5 apresentam pequenos halos
hemorragicos (Figura 11- D2; D1). Este achado comprova o efeito protetor dos
anticorpos avaliados.

6.8.2. Inibicdo da atividade miotdxica

A dosagem da enzima creatina quinase foi utilizada para se determinar a
capacidade protetora do anticorpo em relacdo a atividade miotdxica, a qual &
produzida por varias toxinas presentes na peconha de B. pauloensis. Contudo, 0os
resultados obtidos foram semelhantes aos observados no controle positivo,
indicando auséncia de interagcdo entre scFv e as principais toxinas causadoras

dos efeitos miotoxicos (dados ndo mostrados).

6.9. Inibicdo das atividades enziméticas:

6.9.1 Inibicdo da atividade fibrinogenolitica

Os efeitos das moléculas scFvs sobre a atividade fibrinogenolitica da
Neuwiedase podem ser observados na Figura 12. Os controles positivos mostram
a capacidade da Neuwiedase e da peconha em degradar as cadeias Aa e B3 do
fibrinogénio apds a incubacao (linha 2). Nas linhas 3, 4 e 5 pode se observar a
incubacdo do fibrinogénio com Neuwiedase-scFv (NEU) ou peconha bruta-scFv
(VB), nas concentracOes respectivas de 1/2, 1/5 e 1/10 (toxina ou peconha/scFv),
resultando em aumentos na protecédo da cadeia B3 do fibrinogénio evidenciando a
neutralizacdo das toxinas fibrinogenoliticas da peconha.
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A
Figura 12- Inibigdo da atividade proteolitica da peonha bruta deBothrops pauloensi€ da Neuwiedase
sobre fibrinogenio bovino. As amostras foram incubadas com os anticorpos3fominutos a 37°C e
posteriormente incubadas com fibrinogénio (1,5mg/mor 2 horas a 37°C. SDS-PAGE (14%): 1-
Fibrinogénio (15ug), 2- Neuwiedase (A) ou peconhaabdeB. pauloensis (B) com fibrinogénio; as linhas
3, 4 e 5 contém Neuwiedase (A)/scFv ou peconha¢BY/ com fibrinogénio nas seguintes razées de doxin
ou peconha/scFV: 1/3, 1/5 e 1/10.

6.10. Inibicdo da atividade fosfolipasica

A Figura 13 mostra a hemolise produzida pela peconha bruta de B.
pauloensis. A capacidade de neutralizagcdo do scFv foi testada por incubacao de
20 e 100ug destes anticorpos com peconha bruta (10ug), a 37<C por 30 minutos.
Em seguida, estas amostras foram incubadas em gel de agarose contendo
eritrécitos de camundongo e emulsdo de gema de ovo. O anticorpo mostrou-se
incapaz de neutralizar a atividade fosfolipasica nas propor¢des utilizadas.

Atividade
fosfolipasica A
(%)

100 T

80 -

60 -

40 7

20 -
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Figura 13 - Representacao grafica do ensaio de ingdio da atividade fosfolipasica.Os resultados
expressos foram calculados com base nas mediddsmtissformados apés a incubacéo das amostras com o
substrato (gel contendo gema de ovo e eritrociénsatnundongos). Os controles positivo (VB) e negati

(N) foram feitos com peconha bruta e PBS, respactante. As amostras D1 e D2 (1/1 e 1/5 - m/m
peconha/scFv, respectivamente) mostraram resulttoslhantes aos observados sobre a hemolise aausad

pela peconha
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7. DISCUSSAO

Peconhas de serpentes podem ser letais. Em geral sdo constituidas por
varias proteinas com diversas fungdes. Essas proteinas formam uma complexa
mistura que confere dificuldades na purificacdo e caracterizacdo de seus
componentes, isso gera complicagdes no desenvolvimento de alvos para terapias
contra o envenenamento (WAGSTAFF 2006). Assim, a producdo de anticorpos
multipotentes € de grande valia para se desenvolver tratamentos mais efetivos.
Atualmente, o uso de anticorpos monoclonais para fins terapéuticos representa
um dos grandes alvos do mercado mundial de biofarmacos (KASHMIRI et al.
2005), e muitas metodologias procuram desenvolver anticorpos terapéuticos
obtidos de animais imunizados; porém estas imunoglobulinas devem evitar as
reagfes imunoldgicas no organismo humano. A partir destes pressupostos,
construimos uma biblioteca apresentada em fagos, phage display, de anticorpos
(scFv) obtidos por imuniza¢des em galinhas com peconha bruta de B. pauloensis.

De acordo com o crescente numero de publicagces, anticorpos produzidos
em galinhas podem ser utilizados em muitas aplicagdes, incluindo imunoterapias
e imunodiagnédsticos (AKITA & NAKAI 1992; KOKKO & KARENLAMPI 1992).
Estudos relatando a produgédo de soros antiofidicos em galinhas comprovam a
eficacia das IgYs em neutralizar os efeitos farmacolégicos induzidos por peconhas
de serpentes, inclusive as brasileiras (ALMEIDA et al. 1998; DEVI et al. 2002;
BRUNDA et al. 2006; PAUL et al. 2007; MEENATCHISUNDARAM et al. 2008).
Assim, as galinhas apresentaram-se como uma fonte adequada de moléculas de
MRNA, as quais codificam cadeias variaveis pesadas e leves de anticorpos, e
estes mMRNA foram utilizados na confeccéo da biblioteca de anticorpos. As aves
sdo capazes de produzir anticorpos com alta afinidade, altos titulos e de grande
persisténcia na resposta imune (LEMAMY et al. 1999), o que concorda com 0s
elevados titulos obtidos neste trabalho frente a peconha bruta de B. pauloensis
(Figura 2). Outra vantagem obtida ao utilizarmos galinhas se deu pela maneira
como a diversidade de anticorpos é gerada. Durante os rearranjos génicos e o
processo de conversao génica, as cadeias leves e pesadas sao geradas com as
extremidades terminais apresentando sequéncias de aminoacidos idénticas.

Neste caso, o repertério de genes variaveis (VH e VL) pbde ser amplificado
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utilizando apenas um par de iniciadores distintos para cada fragmento génico
(WYNGAARDT et al. 2004). Para amplificacdo dos segmentos génicos de
mamiferos, por exemplo, necessitariamos de um maior numero de
oligonucleotideos e de reacdes de amplificacbes (DANTAS-BARBOSA et al.
2004).

Utilizamos uma seqiiéncia nucleotidica para unir as cadeias leve e pesada
do scFv que codifica um peptideo com tamanho pequeno (Short linker -
GGSSRS), o qual apresenta a capacidade de formar dimeros de scFvs
(diabodies). Entretanto, quando se utiliza um peptideo maior (Long linker -
GGSSRSSSSGGGGSGGGEG), é favorecida a formagdo de scFv monomérico
(Holliger & Hudson, 2005). Esta diferenca leva a desiguais habilidades de ligacao,
sendo, em geral o diabody portador de maior capacidade ligante devido a sua
maior avidez (ANDRIS-WIDHOPF et al. 2000).

Foram realizadas duas reacoes de ligacao entre os genes scFvs e o vetor
pComb3X com intuito de aumentar o tamanho inicial da biblioteca, pois sua
dimensdo é determinante na obtencdo de anticorpos com alta afinidade e, em
geral, bons resultados sao obtidos com bibliotecas de tamanhos que variam entre
10° a 10" (VAUGHAN et al. 1996; ITOH et al. 2003; DANTAS-BARBOSA et al.
2004). A biblioteca resultante contém 2x10°® diferentes formas, estimadas pelo
namero de transformantes obtidos apds sua clonagem no vetor pComb3X. Esta
vasta diversidade somada ao fato de a biblioteca ser derivada de animais com
altos titulos de anticorpos especificos para a peconha bruta de B. pauloensis, e
ainda, as reacoes de PCR promoverem arranjos aleatérios entre segmentos VH e
VL, contribuiram para enriguecer o repertorio de scFv, aumentando as
possibilidades de encontrar anticorpos especificos a toxinas presentes na
peconha.

A variabilidade foi confirmada por andlises das sequiéncias encontradas na
biblioteca ndo selecionada, das quais ndo se observaram pares VH/VL idénticos,
assim, nenhum dos 40 clones avaliados compartiham a mesma seqiéncia,
caracterizando-se como clones uanicos, com especificidades teoricamente
distintas.

No repertorio VL, analisado a partir de 40 clones escolhidos ao acaso,

encontramos a mesma CDRL1 em 3 clones distintos, enquanto duas seqiéncias
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na CDRL2 repetiram uma vez, também em diferentes clones. J4 para a CDRL3,
nao houve repeticdes. Provavelmente, a resposta imune contra peconha pode ter
direcionado a sintese de algumas CDRs especificas para toxinas altamente
imunogénicas e/ou mais freqlentes na peconha, isto explica a maior constancia
de algumas destas sequéncias. Na linha germinativa, foram observados oito
aminoacidos compondo a CDRL1, sete para a CDRL2 e 11 para a CDRL3. No
entanto, o numero variou entre sete e treze para CDRL1 nos clones
sequenciados, sendo que apenas 42,5% deles apresentaram oito aminoacidos
nesta regiao e, da mesma forma, as CDRL 3 e 2 apresentaram 30 e 95%,
respectivamente, dos numeros idénticos de aminoacidos observados para a
linhagem germinativa.

As cadeias pesadas ndo apresentaram sequéncias idénticas, porém, analogo ao
encontrado para VL, os residuos componentes de suas CDRs variaram em
nameros quando comparados a sequéncia da linhagem germinativa. Esses
dados contribuem para afirmarmos a diversidade da biblioteca criada por
recombinacdes génicas, rearranjos e hipermutacbes somaticas intrinsecos ao
animal. E pelos mecanismos de combinacgéo aleatoria entre VH e VL, favorecidos
por reacOes de PCR, nesta conjuntura, podem também estar inclusos eventos de
formacgéo de hibridos entre duas diferentes cadeias leves resultados de reacdes
PCR (ANDRIS-WIDHOPF et al. 2000). Estas andlises asseguram a presenca de
anticorpos diversificados que compdem uma biblioteca com grande potencial de
aplicacdo na selecdo de formas ligantes a toxinas ofidicas e também em outros
antigenos de interesse.

Para selecionar anticorpos monoclonais da biblioteca, foi utilizada peconha
bruta de B. pauloensis. Escolnemos esta estratégia devido a possibilidade de se
obter uma molécula scFv com especificidade a varias toxinas distintas e/ou varios
scFvs especificos a toxinas isoladas, evitando-se a restricdo a um unico antigeno.
Os titulos de fagos-scFv ligantes observados mostraram enriquecimento do
primeiro ao quarto ciclo de selecdo, porém, os aumentos ocorridos entre 0s
terceiro e quarto ciclos sdo pequenos, sugerindo que a quantidade de ciclos foi
suficiente e a selecao eficaz (MCCAFFERTY et al. 1996).

O protocolo referente a expressao de scFv soluvel utilizado neste trabalho,

e descrito por BARBAS et al. (2000), determina o crescimento dos clones por 16
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horas antes da inducdo com IPTG. Porém, nesta pré-cultura ndo € sugerido o uso
de glicose. Em geral, mesmo na auséncia do indutor (IPTG), o promotor LacZ é
capaz de conduzir a sintese de pequenas quantidades de scFv em niveis basais.
Estas poucas moléculas podem apresentar toxicidade em graus variados para a
célula e, devido a isso, 0 gene clonado pode ser excluido por recombinagéo
génica. A funcdo da glicose nestas culturas é evitar esse tipo de presséo seletiva
negativa, agindo como repressor metabdlico para o gene lacZ (SAMBROOK et al.
1998). Talvez isto explique o fato de 100% dos fagomideos obtidos no quarto, e
95,55% no terceiro ciclos de selecdo clonados em TOP10, apresentarem
sequéncias de vetor pComb3X livres de insertos. Apesar de esta linhagem
bacteriana possuir o gene recA mutado (recAl) para minimizar os eventos de
recombinacédo, o fato de n&o utilizar glicose na fase exponencial de crescimento
pode ter levado a perdas dos insertos e, com isso, os clones foram incapazes de
expressar scFv em solucdo, o que reduziu a biblioteca selecionada do terceiro
ciclo de 90 para quatro clones funcionais. Assim, houve queda nas possibilidades
de encontrar anticorpos especificos e neutralizantes de toxinas.

A tedrica selecdo negativa obtida apresenta um lado pratico, pois os clones
positivos expressam moléculas scFv com menores toxicidades as bactérias; isso
diminui as possibilidades de exclusdo destes insertos por recombinagdo. Para
assegurar a integridade do DNA, recomenda-se utilizar glicose até 0 momento da
inducdo com IPTG. A partir dai, o0 meio contendo glicose deve ser substituido por
outro contendo IPTG e livre de glicose. Além disso, a reducdo da temperatura de
37 para 30T ocasiona diminuicdo na taxa de crescimento bacteriano,
promovendo uma melhor producéo de proteinas recombinantes.

Os quatro clones capazes de expressar scFv sao diferentes e, todos
aparecem fortemente marcados na membrana de Dot blot (Figura 6), porém, a
marcacao de C5 é visivelmente mais forte. Embora este ensaio seja, a principio,
nao quantitativo, ele pode indicar o nivel de producdo de proteina recombinante
dos clones analisados. Assim, aponta para maior capacidade produtiva do clone
C5 em relagcao aos outros avaliados.

Fragmentos de anticorpos (Fab e scFv) isolados de outras bibliotecas
Phage display sdo imunorreativos a toxinas das peconhas de Bothrops
jararacussu (TAMAROZZI et al. 2006) e Crotalus durissus (MENG et al. 1995).
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Da mesma forma, neste trabalho, apesar de reduzidas as possibilidades devido
ao restrito numero de clones expressando scFv em solugdo, um deles (C5)
mostrou-se imunorreativo as peconhas brutas de B. pauloensis (Figura 7) e B.
alternatus (Figura 8), tornando evidente o grande potencial da biblioteca como
provavel fonte de anti-venenos.

Esta antigenicidade cruzada entre componentes das peconhas de
serpentes do género Bothrops foi demonstrada por MOURA DA SILVA et al.
(1990), por meio da técnica de Western Blot. O que sugere a existéncia de
epitopos compartilhados nestas peconhas. Provavelmente, os epitopos comuns
decorrem do elevado grau de similaridades estruturais observadas entre as
toxinas. As fosfolipases A,, por exemplo, apresentam poucas variacbes de
residuos de aminoacidos entre as diferentes espécies botropicas (NUNEZ et al.
2004). O mesmo fato ocorre em relacao as metaloproteases (HARRISON, 2003).

Tanto a antigenicidade observada entre scFv (C5) e Neuwiedase (Figura
7), quanto o fato de que as metaloproteases ofidicas estdo presentes em altas
concentracbes nas peconhas Viperidae (MATSUI et al. 2000), nos instigou a
investigar a acado do scFv sobre este tipo de toxina. Embora Neuwiedase seja
classificada como metaloprotease Pl (baixa massa molecular), sua estrutura
possui muitas regibes comuns as outras toxinas PII, Plll e PIV; assim, essa
enzima pode conter epitopos nas regides conservadas, presentes também nas
quatro classes de metaloproteases de peconhas, permitindo desse modo o
reconhecimento pelo mesmo anticorpo (HARRISON 2003).

Ampliando estas possibilidades, alguns trabalhos relatam a capacidade de
anticorpos produzidos a partir de peconhas de um género agirem cruzadamente
com toxinas presentes em géneros e familias ofidicos diferentes das utilizadas na
producdo destes anticorpos (LIPPS; KHAN 2000). Como exemplo, citamos um
monoclonal anti-jararagina, especifico na regido C-terminal do dominio
desintegrina-simile de uma metaloprotease (Jararagina) da peconha de B.
jararaca. Este anticorpo reage contra duas peconhas da familia Colubridae
(TANJONI et al. 2003). BEGHINI et al. (2005) confirmaram a habilidade de anti-
soros produzidos em coelhos contra a crotoxina de Crotallus durissus cascavella
em reconhecer a crotoxina de C. d. terrificus e BthTX-I de B. jararacussu. Ensaio

de ELISA comprovou esta interagcado cruzada.
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Em nosso estudo, apds a selecdo do clone imunorreativo, optamos por
expressar o anticorpo em grande escala, seguido de purificagdo, usando coluna
de afinidade. O protocolo de purificacdo do scFv em coluna de niquel apresentou
eficiéncia e o rendimento foi satisfatorio. Portanto, a interferéncia de outras
proteinas contidas no meio de cultura foi eliminada a partir desse passo; além
disso, as amostras puderam ser concentradas e, em seguida, diluidas nas
concentracfes desejadas.

Para avaliar a presenca de anticorpos recombinantes nas fracOes
derivadas da cromatografia, muitos autores realizam o teste de ELISA (DANTAS-
BARBOSA et al. 2004; TAMAROZZI et al. 2006), no entanto, constatamos a
existéncia da proteina recombinante nas fracbes cromatograficas por Dot blot,
esta estratégia mostrou-se pratica, rapida e facil de realizar, além de utilizar pouco
material (amostra e reagentes), quando comparada com o teste de ELISA.

As regibes comuns entre Neuwiedase e outras metaloproteases botrépicas,
juntamente com a antigenicidade observada na Neuwiedase ao scFv, estimularam
a busca por outras toxinas antigénicas ao scFv, constituintes da peconha de B.
pauloensis.

A capacidade do scFv (C5) em reconhecer diferentes componentes da
peconha de B. pauloensis foi confirmada pelo Western Blot. Notou-se a presenca
de bandas antigénicas ao scFv com diferentes massas moleculares, mostrando
uma reatividade cruzada entre estes componentes (Figura 10). Da pe¢conha de B.
pauloensis, ja foram isoladas trés metaloproteases da classe PIl, a saber
Neuwiedase com 24kDa, BnP1 e BnP2 com 22kDa (RODRIGUES et al. 2000;
BALDO et al. 2008), todas com baixa atividade hemorragica. Dois fatores
hemorragicos também foram encontrados nesta mesma peconha e apresentam
massas moleculares de 46 (NHFa) e 58 kDa (NHFb). Apesar disto, este teste nao
permite a identificagdo das toxinas reconhecidas pelo anticorpo, mas confirma
que as proteinas reconhecidas pelo anticorpo apresentam massas moleculares
semelhantes as encontradas para metaloproteases das classes Pl e PIII.

O scFv foi incapaz de inibir as atividades miotoxica e fosfolipdsica indireta
(Figura 13), porém, os efeitos hemorragico (Figura 11) e fibrinogenolitico (Figura
12), intrinsecos a pec¢onha de B. pauloensis e & Neuwiedase, foram neutralizados.
Estes resultados, em conjunto com os testes de ELISA (Figura 7) e Western Blot
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(Figura 10), confirmaram a especificidade do anticorpo para as metaloproteases
presentes na peconha de B. pauloensis. Pois, estas toxinas representam o0s
principais componentes causadores dos efeitos hemorragicos locais e/ou
sistémicos da peconha (BJARNASON, FOX 1994). Além disso, disturbios da
coagulacdo observados nos envenenamentos por esta peconha, geralmente sé&o
devidos a acdo de metaloproteases fibrino(geno)liticas (BRAUD et al. 2000;
MATSUI et al. 2000).

Anticorpos monoclonais sdo importantes instrumentos para se identificar
epitopos conservados em muitas proteinas. Estas imunoglobulinas podem
reconhecer pequenas diferencas existentes num grupo de proteinas, como as
metaloproteases de peconhas. Prova disso € o monoclonal anti-Jararagina,
mencionado anteriormente, que reconhece um epitopo conservado, presente em
27 espécies de serpentes das familias Viperidae e Colubridae (TANJONI et al.
2003). De maneira semelhante, a maioria dos estudos envolvendo mecanismos
de acdo das metaloproteses ofidicas destaca a importancia do dominio
desintegrina-simile e da regido rica em cisteina para a atividade hemorragica
destas enzimas. Todavia, o scFv neutralizou a hemorragia da pegonha, ou seja,
blogueou a acdo das metaloproteases altamente hemorragicas, as quais contém
os dominios citados acima. Ao mesmo tempo este anticorpo reconhece e bloqueia
metaloproteases da classe Pl, como a Newiedase que apresentam apenas o
dominio catalitico. Assim, fica sugerida o reconhecimento do paratopo scFv (C5)
ao dominio catalitico e a importancia de novos estudos para avaliar interacdes
entre estes dominios na agcdo hemorragica.

Embora muitas metaloproteases pertencentes ao género Bothrops tenham
sido identificadas e caracterizadas, pouco se conhece a respeito destas enzimas
na peconha de B. pauloensis. Assim, novos conhecimentos sobre estas toxinas
aumentam as possibilidades de desenvolver formas terapéuticas alternativas ou
de aprimorar as ja existentes.

As peconhas de serpentes sao misturas complexas de macromoléculas,
com Varios epitopos capazes de estimular muitos clones de anticorpos secretados
por linfécitos. A maioria dos anti-venenos comerciais existentes € de origem
eguina e constituidos por IgG intactas ou por fragmentos F(ab)2. Apenas 5 a 13%

dos anticorpos, ou fragmentos destes, ligam-se especificamente aos
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componentes toxicos da peconha usados para imunizar o cavalo (SJOSTROM et
al., 1994). Por isso, ocorre o contato da vitima de envenenamento com uma
grande quantidade de imunoglobulinas heter6logas ao seu organismo, muitas
delas sem acdo sobre a peconha (THEAKSTON & REID 1983). Por
consequéncia, ha aumento nas possibilidades de choque anafilatico, doenca do
soro e efeitos adversos (WAGSTAFF 2006). Porém, a utilizacdo de anticorpos
reconhecidamente especificos, como possivelmente o scFv (C5), reduzem as
quantidades de imunoglobulinas utilizadas, diminuindo o contato do paciente com
proteinas heterdlogas ao seu organismo.

Por outro lado, a producdo de soros antiofidicos com o uso de animais
envolve a inoculagdo de peconha bruta e, devido a alta toxicidade da peconha e
também pela utilizacdo de adjuvantes, estes animais apresentam declinio de suas
resisténcias organicas, que pode resultar em 6bito; em torno de 10% dos animais
utilizados na producdo de soro morrem durante o processo (RIBEIRO et al. 1993).
Em contraste, a sintese de fragmentos de anticorpos pode ser realizada também
por vegetais geneticamente modificados, tais como tabaco, soja, batata, alfafa
dentre outros (GOLDSTEIN & THOMAS 2004). E, em geral, as quantidades
produzidas por vegetais apresentam-se superiores quando comparadas a
producdo animal. Estes fatos viabilizam os investimentos empregados em
tecnologias de engenharia genética para producdo destas moléculas

recombinantes.
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8. Conclusdes

As etapas de amplificacdo e clonagem dos fragmentos génicos de
imunoglobulinas de galinhas foram bem sucedidas e a biblioteca resultante possui
grande gquantidade e variabilidade de formas.

A utilizacdo da biblioteca de fragmentos scFvs em fagos por quatro ciclos
de selecdo mostrou enriguecimento nos titulos de fagos selecionados contra a
peconha bruta de B. pauloenis.

A metodologia utilizada para expressar moléculas scFvs sollveis teve
baixa eficacia devido a perdas dos genes clonados no vetor pComb3X.

Ensaios mostraram a capacidade antigénica e neutralizante do scFv (C5)
contra metaloproteases presentes na peconha de B. pauloensis, inibindo as

atividades hemorragica e fibrinogenolitica da peconha e da Neuwiedase.

9. Perspectivas

Testar a capacidade neutralizante do scFv (C5) frente a ensaios de
letalidade da peconhas bruta.

Determinar o epitopo do scFv (C5) por selecdo de peptideos
recombinantes em bibliotecas Phage display e buscar as toxinas ligantes ao
anticorpo por seqienciamento de proteinas.

Buscar imunorreatividade cruzada entre scFv (C5) e toxinas presentes em
peconhas de espécies e géneros distintos da B. pauloensis.

Identificar antigenos recombinantes imunorreativos ao scFv (C5).

Clonar o gene do scFv (C5) em vetores que permitam a expressao desta
molécula por vegetais como tabaco.

Utilizar a biblioteca para selecionar moléculas scFvs neutralizantes das
acbes miotoxica, hemolitica, inflamatéria e necrosante, presentes em

envenenamentos por peconha de B. pauloensis e de outras serpentes.
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