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A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), destaca-se como a praga que mais causa danos ao cultivo da
cana-de-acucar no Brasil e outras localidades do continente americano, sendo
responsavel pela diminuicdo dos rendimentos agroindustriais associados a
cultura. A cana-de-acucar é de grande importancia para a economia nacional
porque fornece a matéria-prima para a producdo do acucar e do &lcool
combustivel, além dos seus subprodutos como o bagaco utilizado na producéo
de papel, racdo animal e geracao de energia elétrica.

Devido aos extensos danos causados pela praga na cultura da cana-de-
acucar e ao seu dificil controle pelos inseticidas convencionais, faz-se
necessario o desenvolvimento de novas estratégias de controle desse inseto
visando-se a diminuicdo do uso de agentes quimicos prejudiciais ao ser
humano e ao meio ambiente.

Diversas proteinas e peptideos tém sido avaliados quanto a capacidade
de atuarem como bioinseticidas, o que permitiria 0 desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas resistentes a diversos insetos-praga.

Com o intuito de gerar novas moléculas com atividade bioinseticida
contra a broca-da-cana, o presente trabalho teve por objetivo a construcédo de
uma biblioteca imune de fragmentos de anticorpos scFv por meio da tecnologia
de Phage Display para selecdo e caracterizacdo de moléculas ligantes as

proteinas intestinais da larva de D. saccharalis.
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1. ABROCA DA CANA-DE-ACUCAR

A produtividade de lavouras de cana-de-agucar é grandemente
diminuida por diferentes estresses bidticos e abidticos. A broca-da-cana,
Diatraea saccharalis, é a praga mais importante desta cultura, ocorrendo em
todas as regides canavieiras do Brasil e em outras localidades no continente
americano (Vendramim et al., 1989; Carvalho et al., 2002).

D. saccharalis € considerada uma espécie polifaga, ocorrendo
naturalmente em diversas gramineas. Elias (1970), apud Peairs e Saunders
(1979), relatou sua ocorréncia em 65 espécies de plantas. Dentre as espécies
de importancia econbmica, arroz, aveia, cana-de-agucar, milho, milheto, sorgo
e trigo sdo hospedeiros da broca (Costa-Lima, 1945, 1968; Santa Cruz et al.,
1973).

A broca da cana-de-acgucar € uma praga de dificil controle devido ao seu
hébito criptico. As fémeas depositam seus ovos na face abaxial das folhas e as
lagartas, logo ap6s a eclosdo dos ovos, alimentam-se do parénquima,
convergem entdo para a bainha das folhas, penetram nas gemas laterais e
abrem galerias dentro do colmo, onde completam seu desenvolvimento larval
(Vendramim et al., 1991).

Os prejuizos diretos sdo causados pela abertura de galerias, que
ocasionam a perda de peso da cana, a reducédo do fluxo de seiva e a morte das
gemas. Nas canas novas, a broca leva ao secamento dos ponteiros, evento
conhecido como “coracdo morto”. Na cana adulta, as larvas levam a formacéo
de brotagbes laterais, enraizamento aéreo, atrofiamento dos entrends e
tombamento, reduzindo a produtividade agricola e industrial (Mendonga, 1996).
Os danos indiretos sdo causados por microorganismos, geralmente fungos
(Fusarium moniliforme Sheldon e Colletotrichum falcatum Went) que, invadindo
0 entrend através do orificio aberto pela lagarta, causam a podridao vermelha.
Os fungos provocam a inversédo da sacarose, levando a perdas pelo consumo
de energia no metabolismo de inversédo e pelo fato dos acucares, resultantes
desse desdobramento, ndo se cristalizarem no processo industrial. A inverséo
da sacarose diminui a pureza do caldo e os microorganismos contaminantes
competem com as leveduras no processo de fermentacéo alcodlica, reduzindo

o rendimento industrial no processamento da cana (Botelho & Macedo, 2002;
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Gallo et al., 2002). Além da penetracdo dos microorganismos oportunistas, ha
também a acdo secundaria de coleobrocas como Metamasius hemipterus,
Xyleborus spp. e Sphenophorus spp., que contribuem para aumentar o dano
(Contreras Duran, J. V, 1980).

Ovos

wh
&
T

19 instar

6° instar

?

Adultos Pupas
Figura 1: Ciclo de vida da Diatraea saccharalis.

Em lavouras do estado de S&o Paulo, um nivel de ataque da broca de
10% representa uma perda de producao no valor de US$ 100 milhdes por ano,
devido somente aos danos indiretos causados pelo complexo de fungos da
podridao vermelha (Cruz, I. et al., 2005).

Embora a broca da cana-de-agucar possa ser eficientemente controlada
por controle biolégico usando-se seu inimigo natural Cotesia flavipes, existe um
dano residual de aproximadamente 10% que justifica a busca por variedades
de cana resistentes ao inseto (Botelho & Macedo, 2002). Métodos de

melhoramento convencional tém se mostrado insatisfatérios e nenhuma
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variedade de cana-de-acucar altamente resistente a D. saccharalis foi ainda

identificada.

2. IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas (Ig) séo glicoproteinas de massa molecular elevada,
em torno de 150 kDa, encontradas em abundéncia no soro de animais
vertebrados (Figura 2). Essas moléculas sédo de natureza tetramérica,
compostas por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, unidas por uma
extensiva rede de interagdes nao-covalentes, estabilizadas por pontes
dissulfeto. Tanto as cadeias leves quanto as pesadas contém uma série de
unidades homologas repetidas, cada uma com cerca de 110 residuos de
aminoacidos que se enovelam independentemente em um motivo globular
classificado como Dominio Imune (Padlan, E. A., 1994).

A cadeia leve é composta por uma porgdo variavel (VL) e uma porgédo
constante (CL), e a cadeia pesada € composta de uma porcao variavel (VH) e
trés ou quatro por¢cdes constantes, dependendo da classe de imunoglobulina,
chamadas de CH1, CH2, CH3 e CHA4. A regido constante da cadeia leve pode
apresentar dois tipos de dominios segundo suas sequéncias de aminoacidos:
capa (k) ou lambda (A). J& as regides constantes das cadeias pesadas séo
constituidas de trés ou quatro dominios agrupando-se em cinco padrdes
diferentes de seqliéncias de aminoacidos designadas pelas letras do alfabeto
grego a, 9, €, y e Y. Esse ultimo é o critério determinante da classe ou isotipo
ao qual o anticorpo pertence, podendo este ser uma IgA, IgD, IgE, 1gG ou IgM,
correspondendo, respectivamente, aos cinco tipos de regides constantes.
Esses cinco isotipos apresentam capacidades de multimerizacao distintas e
funcdes efetoras proprias (Paul, 2003).

A molécula de anticorpo pode ser subdividida em por¢cbes Fc e Fab,
onde Fc é constituida pelos dominios constantes e Fab constituida pelos
dominios VH-CH1 e VL-CL, responsaveis pela ligacdo aos antigenos e,
portanto, denominado sitio combinatorial para o antigeno. As trés areas
altamente divergentes dentro das regides V sdo chamadas também de regides

hipervariaveis e sdo mantidas no local por regides estruturais, mais
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conservadas. Em uma imunoglobulina, as trés regides hipervariaveis de uma
cadeia leve e as trés regides hipervariaveis de uma cadeia pesada ocupam
conjuntamente um espaco tridimensional para formar uma superficie de ligacéo
para o antigeno. Como estas sequéncias formam uma superficie complementar
a superficie tridimensional de um antigeno ligado, as regides hipervariaveis sédo
também chamadas regides determinantes de complementaridade (CDRS)
(Ferreira &Teixeira, 2005).

As CDRs 1, 2 e 3 formam juntas os sitios de ligagcdo ao antigeno, o
paratopo. Este corresponde a uma superficie complementar ao epitopo (regido
gue é reconhecida no antigeno) e define sua especificidade. As trés CDRs de
cada cadeia sao definidas como CDR1, CDR2 ou CDR3, ou entéo, H1, H2, H3
e L1, L2, L3, explicitando a cadeia a qual pertencem, pesada ou leve,
respectivamente. As regides que intercalam as CDRs sao conhecidas como

arcabouco (Framework — FW) dos dominios variaveis (Abbas et al., 2000).

Figura 2: Estrutura béasica de um anticorpo IgG. Cadeias
pesadas (azul); cadeias leves (amarelo); dominios variaveis
(VH e VL). A molécula de IgG possui um carboidrato na regido
N-terminal ligado ao aminoacido Asn297 do dominio CH2. A
ligacdo funcional do antigeno é mediada pela porcdo Fab,
sendo a especificidade ao antigeno determinada pela porcao
Fv. As funcdes biolégicas efetoras sdo mediadas pela regiao Fc
da molécula (Adaptado de Weisser, N. e Hall, J. C., 2009).
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3. FRAGMENTOS DE ANTICORPOS

Os fragmentos de anticorpos scFv (single-chain variable fragment) séo
moléculas de 26 a 28 kDa, compostas pelas cadeias VH e VL unidas por um
peptideo conector flexivel (Maynard e Georgiou, 2000) (Figura 3). Os primeiros
scFvs foram desenvolvidos independentemente por Huston et al. (1988) e Bird
et al. (1988) e foram originalmente derivados de genes isolados de linhagens
celulares de hibridomas. Os peptideos conectores que ligam as cadeias VH e
VL séo usualmente compostos por 10 a 25 aminoacidos, sendo o decapeptideo
(GlysSer); 0 mais comum deles. As regides variaveis podem ser conectadas no
sentido VH-conector-VL ou VL-conector-VH e a orientacdo das cadeias no scFv
pode afetar a eficiéncia da expressao (Merk et al.,, 1999), a estabilidade e a

capacidade de ligacdo do mesmo ao antigeno (Desplancq et al., 1994).

Peptide linker

(150kDa)

scFV (27kDa)

Figura 3: Representacdo esquematica do fragmento sc  Fv. Os dominios
VH e VL presentes na molécula scFv aparecem nas cores verde e
vermelho, respectivamente. O polipeptideo (peptide linker) estabilizador dos

dominios esta indicado em azul.
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4. APRESENTACAO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS scFv PO R
PHAGE DISPLAY

Diversas metodologias de apresentacdo de moléculas na superficie de
virus e células tém sido descritas, incluindo as técnicas de Phage-Display
(Ph.D.) (McCafferty et al., 1990), Ribossome Display (Hanes e Pluckthun, 1997;
He e Taussig, 1997) e Cell-Surface Display (Francisco et al., 1993), através das
guais anticorpos ou fragmentos de anticorpos podem ser selecionados pela
maturacdo da reatividade a antigenos de interesse. As bibliotecas para
apresentacao de moléculas sdo criadas pela obtencéo e clonagem de diversos
genes de anticorpos, como, por exemplo, genes oriundos de linfécitos B de
animais imunizados (Hoogenboom, 2005). Tais bibliotecas séao utilizadas para
selecionar moléculas com alta afinidade de ligacdo a antigenos de interesse,
sendo as mesmas enriquecidas apos cada ciclo de amplificacdo e selecao.
Apés alguns ciclos de selecdo, os clones oriundos do processo de
enriquecimento sdo selecionados de acordo com a reatividade ao antigeno alvo
(Figura 5).

A tecnologia Phage Display (Ph.D.) de apresentacao de polipeptideos na
superficie de bacterioéfagos filamentosos foi introduzida pela primeira vez por G.
Smith em 1985 (Smith, 1985). Ph.D. é a mais antiga e mais utilizada técnica de
apresentacdo de moléculas e é utilizada para apresentar, enriquecer e
amadurecer a afinidade de um vasto numero de proteinas e peptideos a partir
de uma grande biblioteca com mais de 10*° variantes. A vantagem crucial desta
tecnologia é sua capacidade de conectar o fenétipo experimental (a molécula
apresentada) com o seu genaétipo encapsulado (o DNA codificante da molécula
apresentada) (Scott e Smith, 1990).

Tipicamente, utilizam-se bacteridfagos da familia Inoviridae (M13, fd, f1)
(Sidhu, 2001), virus bacteriéfagos filamentosos que parasitam bactérias gram-
negativas que possuem o pilus F. O virus aproveita a maquinaria de replicagéo,
transcricdo e traducdo da bactéria para se reproduzir. O bacteriofago 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

reproducao bacteriana (Azzazy e Highsmith, 2002).
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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, pVII, pVIil e pIX)
(Figura 4). Destas cinco proteinas, existem aproximadamente 2800 copias 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 e Fields, 1995).

© leader D1 [ D3

cloning site
A) 5 v

Figura 4: Estrutura basica de um bacteriéfago
filamentoso. A - Sitio de clonagem no fagomideo junto a
sequéncia da proteina plll. B - Estrutura do capsideo viral,
mostrando as proteinas de superficie plll, pVI, pVIl, pVIll e
pIX. C - Sub-unidades D1 e D2 da proteina plll, mostrando a
extremidade N-terminal da proteina (Holliger e Williams,
1999).

Em 1990, foram obtidos os primeiros fragmentos de anticorpos
expressos em fagos (McCafferty et al.,, 1990). Normalmente, bibliotecas
combinatdrias de anticorpos sao sintetizadas a partir da construcdo de genes
dos fragmentos de anticorpos recombinantes na forma de scFv ou Fab e, em

seguida, estes genes sao introduzidos por manipulacdo genética em
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plasmideos fusionados ao gene codificador de uma proteina capsidica. No
caso de bibliotecas, sdo utilizados genes codificantes para milhdes de
fragmentos distintos.

Os fagomideos representam uma alternativa pratica ao uso e
manipulagdo do DNA viral para expressdo de anticorpos recombinantes.
Fagomideos sédo plasmideos que possuem origem de replicacdo bacteriana,
origem de replicacdo viral, gene de fusdo (plll ou pVIll), sitio de insercdo do
fragmento codificante do anticorpo ou qualquer outra proteina de interesse e
genes de resisténcia a antibiéticos para sele¢cdo em meio apropriado. Como 0s
fagomideos ndo possuem todas as proteinas necessarias para a
encapsidamento da particula viral, fagos auxiliares (helper) contendo todos os
genes dos bacteriéfagos filamentosos séao utilizados nas culturas de células
transformadas com o fagomideo, permitindo o resgate da particula viral.
Durante a infeccdo viral, o DNA proveniente dos fagomideos &
preferencialmente revestido pelas proteinas estruturais, pois os fagos helper
possuem mutacbes na origem de replicacdo, dificultando sua reproducéo e
empacotamento de seu proprio material genético (Barbas et al., 2001).

A descoberta de que sitios funcionais de anticorpos, como 0s scFvs,
podem ser apresentados na superficie de bacteriofagos permitiu a selecao de
anticorpos contra antigenos de interesse sem a necessidade de utilizacdo da
tecnologia do hibridoma (McCafferty et al., 1990). Bibliotecas de scFv
apresentadas em fagos consistem de diversos dominios de cadeias leves e
pesadas fusionados a proteina plll do fago e apresentados externamente como
um scFv (Vaughan et al., 1996). Os fragmentos de anticorpos podem ser
expressos em bactérias rapidamente, em grandes quantidades e a baixos
custos, se comparados a expressao de anticorpos completos em cultura de
células animais. O DNA codificante para uma biblioteca de scFv pode ser
clonado no genoma de um fago ou em um vetor fagomideo para produzir uma
fusdo scFv-plll. Em vetores, o DNA codificante da biblioteca pode ser clonado
no genoma de fagos filamentosos (Scott e Smith, 1990) ou pode ser inserido
como um cassete génico que codifique a sequéncia completa da fusdo scFv-
plll dentro do genoma do fago. Ambos os tipos de vetores possuem sequéncias
codificantes para todas as proteinas necessarias para a replicacdo e

montagem do fago (McLafferty et al., 1993).
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A terceira forma de apresentacdo de proteinas em fagos € conhecida
como hybrid display porque tanto a proteina recombinante plll fusionada ao
scFv quanto a proteina plll selvagem sdo expressas. Vetores fagomideos
(plasmideos com origens de replicacdo derivados de fagos e de bactérias E.
coli) produzem as proteinas de superficie do fago fusionadas ao fragmento de
anticorpo e possuem um maior nivel de eficiéncia de transformacdo quando
comparados aos vetores de fagos. A origem de replicacdo derivada do fago
contém uma sequéncia do tipo hairpin de sinalizagcdo que promove o
empacotamento do genoma de ssDNA dentro de uma particula viral (Russel e
Model, 1989).

Seguindo a transformacéo de células de E. coli pelo fagomideo, um fago
auxiliar do tipo helper ou selvagem é usado para infectar a bactéria contendo o
fagomideo, provendo os produtos génicos essenciais para a producdo de
novas particulas virais. Durante a montagem do fago, a proteina plll selvagem
do fago compete com a proteina scFv-plll pela incorporacédo na particula viral
(Scott e Smith, 1990).

O método mais comum de Ph.D. para bibliotecas de anticorpos é
realizado com vetores fagomideos, uma vez que esse sistema utiliza uma
estratégia de clonagem mais facil e apresenta uma estabilidade genética maior
quando comparados aos demais vetores, além de permitir a ligacdo mais
eficiente do scFv ao alvo. Fagomideos tém sido desenvolvidos para aumentar a
eficiéncia da expressdo (Pavoni et al., 2007) e fagos auxiliares tém sido
remodelados para reduzir sua influéncia negativa (‘bald phage’ background)
nos processos de selecdo dos fagos ligantes (Kristensen e Winter, 1998).

A selecdo dos fragmentos de anticorpos das bibliotecas de scFv
expressas em fagos € um procedimento relativamente padronizado que
envolve a exposicdo dos fagos ao antigeno alvo, permitindo a ligacdo e
enriguecimento daqueles que expressam moléculas antigeno-especificas em
um processo conhecido como panning (Figura 5). No processo de selegao, a
biblioteca de fagos apresentando os fragmentos de anticorpos é incubada com
0 antigeno alvo que esté imobilizado em um suporte sélido, como uma placa de
microtitulacado (Schofield et al., 2007), ou ligada a antigenos biotinilados em
solucdo (Parmley e Smith, 1988). Os fagos nao ligantes sdo removidos por

sucessivas lavagens e os fagos ligantes sdo eluidos pela incubacdo dos
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mesmos em solugbes com valores de pH extremamente altos ou baixos
(MacKenzie e To, 1998; Pincus et al., 1988), por clivagem proteolitica (Goletz

et al., 2002) ou pela incubacdo com antigenos livres (Meulemans et al., 1994).

Amplificagao
g Bactéria
lmrpe
O Imobilizados
(—=
Fage
Lavagem >@l
Selecao por Ligacao
Fagos N&o Ligantes
Current Oplnion in Structural Biology

Figura 5: Ciclos de selecao de proteinas ligantes a partir de uma biblioteca de Phage
Display. Bibliotecas de proteinas (coloridas) sao apresentadas em particulas de fagos
fusionadas as proteinas de superficie (preto). Bibliotecas altamente diversas (10'°) podem ser
apresentadas em fagos e clones com especificidade a determinados antigenos podem ser
selecionados pela ligacdo aos antigenos imobilizados, seguido pela lavagem e remocao dos
fagos nédo ligantes. Os fagos ligantes podem ser amplificados pela infecgdo em bactérias e
utilizados em outros ciclos de sele¢cdo para enriquecimento dos fagos ligantes ao antigeno de
interesse. O DNA de cada clone selecionado pode ser sequienciado e revelar a seqiiéncia da
proteina apresentada que possua afinidade com o antigeno (Adaptado de Sidhu e Koide,
2007).

Em funcdo da ligacdo de fagos nédo especificos, principalmente quando
se faz uso dos suportes sélidos (Levitan, 1998), sd0 necessarios sucessivos
ciclos de selecdo com o0 aumento da estringéncia para que os clones com alta
afinidade ao alvo sejam enriquecidos. A estringéncia pode ser aumentada pela
diminuicdo da concentracdo do antigeno ou pelo aumento do numero de
lavagens em cada ciclo de selecao. Diversas bibliotecas de scFv expressas em
fagos tém sido desenvolvidas (Azriel-Rosenfeld et al., 2004; Krebs et al., 2001,
Vaughan et al., 1996), algumas delas com finalidades especificas, como para

otimizar a expressdo de anticorpos no citoplasma celular (biblioteca de
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anticorpos internos) (Philibert et al., 2007), ou para aumentar o reconhecimento
de antigenos como proteinas (Sheets et al., 1998) ou carboidratos (Ravn et al.,
2004). Embora diversas formas de anticorpos estejam sendo desenvolvidas

para Ph.D., os scFvs mantém-se ainda como 0s mais utilizados.

5. BIBLIOTECA DE ANTICORPOS A PARTIR DE REPERTORIO IMUNE E
NAO-IMUNE

As bibliotecas de anticorpos podem ser construidas usando-se genes de
imunoglobulinas de linfocitos isolados de animais (Clackson et al.,, 1991) ou
humanos imunizados ou naturalmente infectados (Burton et al., 1991; Jacobin
et al.,, 2002). Exemplos de animais imunizados que tém sido utilizados para
construir bibliotecas de anticorpos incluem os camundongos (Mah et al., 2003;
Tout et al., 2001), galinhas (Hof et al., 2008), ovinos (Shawet al., 2008) e
macacos (Macaca fascicularis) (Pelat et al., 2007). Tais bibliotecas tém sido
utilizadas para isolar fragmentos de anticorpos que se ligam a uma variedade
de antigenos como toxinas (Mah et al.,, 2003), glicoproteinas (Paus et al.,
2003), carboidratos (Ravn et al., 2004) e esporos bacterianos (Mechaly et al.,
2008).

A producéo de fragmentos de anticorpos scFv usando-se a tecnologia de
Phage Display (McCafferty et al., 1990; Winter et al., 1994; Marks e Marks,
1996) apresenta diversas vantagens em relacdo a tecnologia tradicional do
hibridoma (Kohler e Milstein,1975). Primeiro, o0 numero de anticorpos
fusionados aos fagos que podem ser produzidos é muito maior que o niumero
de hibridomas produzidos num mesmo periodo de tempo ou a partir do mesmo
namero de animais imunizados (Carmen e Jermutus, 2002). Segundo, um
grande numero de anticorpos pode ser selecionado rapidamente. Terceiro,
durante a construcéo da biblioteca de anticorpos, as regides pesadas (VH) e
leves (VL) de células B individuais sdo randomicamente rearranjadas para criar
sequéncias unicas de anticorpos que nao estao presentes no repertorio imune
do animal doador. Dessa forma, a tecnologia de Ph.D. permite a producdo de
anticorpos especificos para epitopos que sejam incapazes de induzir a
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producdo de anticorpos monoclonais devido a tolerancia imunolégica bem
como anticorpos contra antigenos que sejam toxicos como imunégenos.

Os anticorpos do tipo scFv sdo usualmente produzidos usando-se duas
estratégias gerais. A primeira envolve a selecdo de anticorpos de bibliotecas
ndo-imunes, que sdo bibliotecas tipicamente mais complexas (10° a 10™
clones) que consistem de scFvs gerados a partir de fragmentos VH e VL de um
grande numero de doadores humanos ou animais ndo imunizados (Sheets et
al., 1998; Huie et al., 2001; Amersdorfer et al., 2002; Carmen e Jermutus,
2002). A principal vantagem dessa estratégia € o fato de que uma Unica e
complexa biblioteca pode ser usada para selecionar anticorpos contra
diferentes alvos. A desvantagem € que a frequéncia de scFvs especificos a um
dado antigeno é baixa, necessitando de um grande processo de selecéo, além
do fato de que a afinidade dos anticorpos selecionados é, frequentemente,
apenas moderada, fazendo-se necessario a maturacdo da afinidade por
mutagénese para aumentar a afinidade dos anticorpos ao alvo (Kontermann
and Dubel, 2001; Amersdorfer et al., 2002).

A segunda estratégia € baseada na selecdo de anticorpos a partir de
bibliotecas imunes, que sdo geradas a partir de células B provenientes de
animais imunizados ou humanos naturalmente infectados. Bibliotecas imunes
sdo tipicamente menores (10° a 10° clones), mas contém anticorpos com alta
afinidade ao alvo em freqiéncias muito superiores as encontradas nas
bibliotecas nativas. A desvantagem dessa estratégia é o fato de que uma nova
biblioteca deve ser construida para cada antigeno alvo a ser testado,
envolvendo a imunizacao serial de animais ou diversas amostras de pacientes,
além do esforco despendido, por si s6, na construcdo da biblioteca de

anticorpos.

6. VARIABILIDADE E REARRANJO DOS GENES DE ANTICORPO S EM
GALINHA

A galinha (Gallus gallus domesticus) tem uma maneira propria de gerar
diversidade nas cadeias leve e pesada de imunoglobulina, onde o l6cus da

cadeia leve tem somente uma regido variavel funcional (VL1) que é expressa.
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Durante o desenvolvimento da célula B, o gene VL1 é diversificado por
conversao génica, usando varios pseudogenes como doadores de segmentos
de DNA. Uma estratégia similar é usada para o repertério da cadeia pesada
(Mansikka, A. et al., 1990).

Em todos os casos, 0 rearranjo génico resulta em justaposicdo de
segmentos de DNA, codificando os genes para as imunoglobulinas (Ratcliff &
Jacobsen, 1994).

o Locus da cadeia leve (VL) de galinha

aprox. 25 wVL 20 Kb 18Kb 16Kb

- L s - -
VL1 JL CL

—E-—EHEHE— =

VL1JL

—HE—EHEE—a .

Conversdo Génica T

e Locus da cadeia pesada (VH) de galinha

B0 wWH 80 Kb 18D 15 Kb 22 Kb
- e - — -
VH1 JH CH

—HE—EHEHE— - — —— i —

VHDJIH

—-E— . n—

Conversao Génica T

Figura 6: Organizacdo dos loci de imunoglobulina de galinha. A - Locus da cadeia leve
mostrando cerca de 25 pseudogenes (quadrados pretos); VL (azul): Unico segmento funcional;
JL (amarelo): um segmento de juncao; CL (vermelho): segmento da cadeia constante. B -
Lécus da cadeia pesada mostrando cerca de 80 pseudogenes (quadrados pretos); VH (azul):
Unico segmento funcional; D: exclusivos da cadeia pesada; JH (amarelo); CH (vermelho):

segmento da cadeia constante (Adaptado de Maranhéo, 2001).
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No lécus da cadeia leve sdo encontrados cerca de 25 pseudogenes
distribuidos em 20 Kb. Cerca de 1,8 Kb apds o segmento VL1 encontra-se um
anico segmento JL e 1,6 Kb apds encontra-se o dominio constante lambda C.
Para a cadeia pesada encontram-se cerca de 80 pseudogenes distribuidos em
aproximadamente 80 Kb antes do segmento funcional VH1. Encontram-se na
regido 3’ apos o segmento funcional, cerca de 16 segmentos D, distribuidos em
aproximadamente 15 Kb e posteriormente aos mesmos, o0 unico segmento JH
do l6cus da cadeia pesada. O segmento constante (CH) localiza-se
aproximadamente 22 Kb apos o segmento JH (Reynaud et al., 1989) (Figura 6).

A denominacdo pseudogene é devido a ndo funcionalidade, pois néo
codificam nenhuma proteina. Sdo sequéncias homdlogas aos segmentos V,
truncadas na porgcdo 5’ e/ou 3" ou apresentam alteracdes na fase de leitura
(Reynaud, C. A. et al., 1987).

O mecanismo da conversdo génica ndo esta completamente elucidado.
O processo inclui duplicacdo de sequéncias de um pseudogene doador e
recolocacdo da sequéncia homologa no gene funcional receptor mantendo a
seqUéncia original do pseudogene doador (Ratcliffe et al., 1994). Vale ressaltar
que a conversdo génica ocorre também no baco e linfonodo (Arakawa, et al.,
1996).

Em galinhas, como nos mamiferos, genes rearranjados e posteriormente
convertidos sofrem também o processo de hipermutagdo somatica. E comum a
observacdo de mutacdes ao longo dos CDRs e frameworks inclusive nas

regides constantes (Arakawa, et al., 1996).
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CONSTRUGCAO DE UMA BIBLIOTECA DE ANTICORPOS MONOCLON AIS
APRESENTADOS EM FAGOS PARA SELECAO E CARACTERIZACAO DE
scFv LIGANTE A PROTEINAS INTESTINAIS DE DIATRAEA SACCHARALIS
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RESUMO

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), destaca-se como a praga que mais causa danos ao cultivo da
cana-de-agucar no Brasil e outras localidades do continente americano, sendo
responsavel pela diminuicdo dos rendimentos agroindustriais associados a
cultura. Devido aos extensos danos causados pela praga na cultura da cana-
de-acucar e ao seu dificil controle pelos inseticidas convencionais, faz-se
necessario o desenvolvimento de novas estratégias de controle desse inseto
visando-se a diminuicdo do uso de agentes quimicos prejudiciais ao ser
humano e ao meio ambiente. Com o intuito de gerar novas moléculas com
atividade bioinseticida contra a broca-da-cana, o presente trabalho teve por
objetivo a constru¢cdo de uma biblioteca imune de fragmentos de anticorpos
scFv por meio da tecnologia de Phage Display para selecdo e caracterizacéo
de moléculas ligantes as proteinas intestinais da larva de D. saccharalis. A
tecnologia utilizada na construcdo da biblioteca imune de fragmentos de
anticorpos scFv contra as proteinas intestinais de Diatraea saccharalis
mostrou-se eficiente, permitindo a selecdo de um fragmento de anticorpo scFv
imunorreativo ao epitélio intestinal do inseto e com potencial atividade

bioinseticida.

Palavras-chave: scFv, Phage Display, Diatraea saccharalis.

ABSTRACT

The sugarcane borer, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), is the
most important insect pest of sugarcane grown in Brazil and others localities in the Americas,
causing stalk damage to sugarcane plants which results in loss of efficiency in both sugar and
alcohol production. The extensive damage caused by this pest in the sugarcane cultivation and
its difficult control by conventional insecticides justify the search for new strategies that can help
to reduce the use of harmful chemicals to humans and the environment. In order to generate
new molecules with insecticidal activity against the sugarcane borer, the present work aimed to
build a scFv antibody fragment library through Phage Display technology for selection and
characterization of molecules with binding properties against D. saccharalis larval midgut
proteins. The methodology used was efficient, allowing the selection of a scFv with

immunoreactivity for the insect intestinal epithelium and with potential insecticidal activity.

Key-words: scFv, Phage Display, Diatraea saccharalis.
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1. INTRODUCAO

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) € a praga mais importante no cultivo da cana-de-agucar, ocorrendo
também na cultura do milho, sorgo, aveia, arroz, entre outras gramineas. Os
danos causados pela broca incluem as doencas conhecidas como “podridéo
vermelha” e “coracdo morto” da cana-de-agucar, além dos danos indiretos
causados pela abertura de galerias que levam a infestacdo por fungos,
resultando na inversdo da sacarose e diminuicdo da produtividade industrial
(Vendramim et al., 1989; Carvalho et al., 2002; Santa Cruz et al., 1973).

O controle da broca-da-cana é dificultado pelo habito criptico do inseto,
que abre galerias no interior do colmo da planta, tornando-se inacessivel aos
inseticidas convencionais. Embora o controle bioldgico do inseto tenha sido
eficientemente implantado pelo uso da vespa parasitdide Cotesia flavipes,
danos residuais justificam a busca por novas formas de controle, incluindo o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas resistentes ao ataque
da broca (Vendramim et al., 1991; Mendonca, 1996; Botelho & Macedo, 2002).

O desenvolvimento de moléculas com atividade bioinseticida que levem
a diminuicdo do uso de agentes quimicos no controle de insetos € um dos
principais esforcos cientificos na area. Uma das tecnologias que tem
contribuido com esse objetivo é a técnica de Phage Display (Ph.D.), que tem
sido amplamente utilizada na busca de peptideos e proteinas com atividades
biolégicas diversas, incluindo atividade biopesticida.

A tecnologia Phage Display de apresentacdo de polipeptideos na
superficie de bacteriéfagos filamentosos € a mais antiga e mais utilizada
técnica de apresentacdo de moléculas e é utilizada para apresentar, enriquecer
e amadurecer a afinidade de um vasto nimero de proteinas e peptideos a
partir de uma grande biblioteca (Smith, 1985). Diversas metodologias de
apresentacao de moléculas na superficie de bacteriéfagos tém sido descritas,
sendo a apresentagcdo de bibliotecas de anticorpos uma das mais utilizadas
(Azriel-Rosenfeld et al., 2004; Krebs et al., 2001; Vaughan et al., 1996). A
descoberta de que sitios funcionais de anticorpos, como os scFvs, podem ser

apresentados na superficie de bacteriéfagos permitiu a selecdo de anticorpos
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contra antigenos de interesse, sem a necessidade da tecnologia do hibridoma
(Kohler and Milstein,1975).

Embora ndo existam relatos do uso de fragmentos de anticorpos scFv no
controle de insetos, uma série de peptideos e proteinas tém sido utilizadas na
producdo de biopesticidas, sendo tais compostos derivados de diversas fontes
(Gershburg et al., 1998; Beard et al., 2001; Brunelle et al., 2005; Altstein, 2001,
2004). O uso de fragmentos de anticorpos scFv justifica-se por suas
caracteristicas moleculares, que teoricamente permitem sua passagem pela
membrana peritréfica presente no epitélio intestinal do inseto (Martin e
Barbehenn, 1997; Barbehenn, 2001) e por sua capacidade de bloquear uma
determinada atividade bioldgica, caso a ligacdo ocorra em um sitio essencial da
molécula alvo.

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de uma
biblioteca de anticorpos contra as proteinas intestinais de Diatraea saccharalis
e a selecdo de fragmentos scFv com potencial atividade inseticida, o que pode
levar ao desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas resistentes ao

ataque da broca.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho consistiu na constru¢cao de uma biblioteca
de fragmentos de anticorpos scFv expressa em fagos para selegcdo e
caracterizacdo de anticorpos reativos a proteinas intestinais de Diatraea

saccharalis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Construcdo de uma biblioteca de anticorpos apresentadas em fagos
(Phage Display) a partir do repertério imune de galinhas imunizadas com

proteinas intestinais de Diatraea saccharalis.

II. Avaliacdo da qualidade da biblioteca pela analise da diversidade de

sequéncias dos fragmentos de anticorpos clonados.

lll. Selecdo de moléculas scFv reativas as proteinas intestinais de D.

saccharalis.

IV. Caracterizag&o dos fragmentos de anticorpos scFv selecionados.

V. Analise da reatividade de um scFv as proteinas intestinais e ao tecido

intestinal de larvas de D. saccharalis.
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3. MATERIAL E METODOS

As solugdes utilizadas estéo descritas no Anexo |.

3.1. LINHAGENS BACTERIANAS

As linhagens de Escherichia coli utilizadas durante a realizacado deste

trabalho foram:

= 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 produgdo de particulas virais,

transformacao e amplificagdo 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 solucéo.

3.2. VETOR FAGOMIDEO

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 cddon de parada
ambar (TAG), ndo reconhecido eficientemente por linhagens supressoras (Sup
E49) como a XL1-Blue ou ER2537, mas reconhecido por cepas de bactérias
nao supressoras como a TOP 10. Isto possibilita tanto a expressdo de
proteinas fusionadas a proteina PIII do fago, quanto proteinas de fuséo livre da
proteina lll. Possui uma regido com seis histidinas (H6), logo apos o sitio de

clonagem do gene, para purificacdo em coluna de niquel e uma regido
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codificadora de residuos que constituem o epitopo de uma hemaglutinina (HA)
que possibilita a deteccdao do scFv com utilizagdo de um anticorpo anti-HA
(Scott & Barbas, 2001).

pComb3X

amber

ompseq newpelseq HIS6 tag HAtag  codon

> > ~.\/

lacz | ompA| VL CL ‘ pelB VH CH1 gene |l fragment
sD ¢ ¢
sD / trp
Sac| Xbal kpel Spel gback Nhe |

Sfil
Sfil

Fab ou scFv

amber

HA ta
ompseq cL-F HiS6tag 9 codon

lacZ pA VL L VH gene lll fragment
/ * - E
ot Sac | cL-8 i Nhe
Spe |

Sfil
Sfi |

Figura 7: Vetor fagomideo pComb3X usado na constru¢  &o de bibliotecas combinatoriais
de anticorpos. O vetor foi desenhado para expressar fragmentos de anticorpos na superficie
de fagos filamentosos ou como proteinas soluveis. Os fragmentos de anticorpos (scFv ou Fab)
sdo fusionados ao dominio C-terminal da proteina Il (coat protein Ill) e sdo expostos na
superficie das particulas de fagos. O cédon admbar foi inserido entre o sitio de restricdo da
enzima Sfil (posicao 39) e a porcéo terminal (posicao 59) do gene lll. Isto permite a expressao
da proteina em solugéo por bactérias ndo supressoras sem a excisao do gene lll. A cauda de
histidina (HIS) (posicdo 63) foi inserida na por¢cdo C-terminal do fragmento Fd para purificagdo
universal de proteinas. O decapeptideo hemaglutinina (HA) foi inserido na posi¢do 39 terminal
da cauda de histidina para detec¢cdo usando-se anticorpos anti-HA. (Adaptado de Andris-
Widhopf et al., 2000).

3.3. BACTRIOFAGO AUXILIAR

VCSM13: Derivado do bacteriofago M13 com o gene Il mutado; origem
de duplicacéo plasmidial derivada do pl5 e gene de resisténcia a kanamicina

(Stratagene).
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METODOS

3.4. CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE ANTICORPOS

3.4.1. EXTRACAO DAS PROTEINAS INTESTINAIS DE DIATRAEA
SACCHARALIS

As larvas de Diatraea saccharalis utilizadas neste trabalho foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. J. R. P. Parra do Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz” (Piracicaba -
SP, Brasil).

As larvas de Diatraea saccharalis foram criadas em dieta artificial a base
de gérmen de trigo, farelo de soja, sacarose, sais de Wesson, Nipargin, acido
ascorbico, cloreto de colina, formol 37%, tetraciclina, solugédo vitaminica, agar e
agua destilada (Parra & Mihsfeldt, 1992). Foram utilizados 60 insetos no
penultimo estadio larval (5° instar) que apresentavam o tubo digestivo repleto

de alimento.

3.4.2. PREPARACAO DAS FRACOES SOLUVEIS E DE MEMBRAN A DO
EPITELIO DO VENTRICULO

As larvas de Diatraea saccharalis foram imobilizadas em gelo e
dissecadas em solucdo de NaCl 125 mM. O epitélio do ventriculo das larvas,
apos remocado da membrana peritréfica com o conteudo, foi extensivamente
lavado com salina e entdo homogeneizado com agua bidestilada em Potter-
Elvehjem (10 movimentos por pistilo). O homogeneizado foi entdo congelado e
descongelado trés vezes, sendo que, no Udltimo congelamento, o
homogeneizado permaneceu congelado por 24 horas. Apoés tal procedimento, o
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado, enquanto o precipitado foi novamente
homogeneizado em agua bidestilada.
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As solugbes contendo o sobrenadante e o precipitado foram
guantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e armazenadas a
-20°C.

3.4.3. ANALISE DE PROTEINAS EM GEL SDS-PAGE

As proteinas intestinais purificadas de Diatraea saccharalis foram
separadas em gel SDS-PAGE para andlise da qualidade e da eficiéncia do
procedimento de extracdo. O gel SDS-PAGE 16% e a separacao eletroforética
foram realizados conforme descrito por Sambrook et al., 1989.

3.4.4. IMUNIZACAO DE AVES GALLUS GALLUS DOMESTICUS

Uma galinha e um galo foram utilizados na imunizagdo, ambos da raca
Cobb Vantress, com idade de 12 semanas e que foram gentilmente doados
pela Granja Planalto (Uberlandia - MG, Brasil). As aves foram mantidas por
dois meses em gaiolas, sob temperatura amena e alimentadas com racao de
crescimento e agua, ambas repostas diariamente.

O protocolo de imunizacéo utilizado foi 0 mesmo descrito por Barbas et
al. (2001). Antes da primeira imunizagcao, o sangue das aves foi coletado para
extracdo do soro pré-imune. Na primeira etapa de imunizacdo, a galinha foi
imunizada pela via intramuscular com 200 pg (138 ul da amostra a 1,45 pg/ul)
de proteinas intestinais de Diatraea saccharalis diluidas em 300 ul de
Adjuvante Freund Completo (Sigma-Aldrich), sendo o galo controle imunizado
com 138 pl de agua ultra-pura diluidos em 300 ul do mesmo adjuvante. Duas
semanas ap0s a primeira imunizacdo, as aves foram novamente imunizadas
seguindo-se 0 mesmo protocolo descrito para a primeira imunizagdo, porém
utilizando-se o Adjuvante Freund Incompleto (Sigma-Aldrich), sendo que, uma
semana apos cada imunizagdo, o sangue das aves foi coletado para extracao
do soro pés-imune. O protocolo descrito para a segunda imunizagéo foi entdo
repetido mais duas vezes, totalizando quatro imunizacbes durante os dois

meses de duracéo do experimento.
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Uma semana apods a quarta imunizacao, 20 ml de sangue da galinha foi
coletado para extracdo do soro positivo e purificacdo de anticorpos IgY, sendo
o sangue do galo coletado para extracdo do soro utilizado como controle
negativo nos ensaios imunoenzimaticos. A galinha foi sacrificada para extracéo
do baco, que foi entdo dividido em trés partes e imediatamente imerso em
nitrogénio liquido, transportado para o laboratério e estocado em ultra-freezer a
-80°C.

3.4.5. TITULACAO DOS ANTICORPOS IgY POR ELISA

A titulacdo dos anticorpos nos soros coletados 7 dias ap0s a quarta
imunizacdo foi determinado pelo ensaio imunoenzimatico ELISA. Pocos de
uma placa de microtitulacéo de alta afinidade (Nunc) foram sensibilizadas com
2,5 pug de proteinas intestinais de Diatraea saccharalis diluidas em 50 uL de
tampéao PBS (pH 7,4), que foram entéo incubados por 14 horas a 4TC.

A solucéo de sensibilizacao foi substituida por 100 pL/poco de solucao
de bloqueio composta por PBS e BSA 3%, sendo a placa incubada a 37°C por
2 horas.

ApoOs o bloqueio, cada poco foi lavado 3 vezes com 350 uL de PBST
0,05 (PBS e Tween 20 a 0,05%).

Apbs a retirada da solugédo de lavagem, 16 pogos (8 duplicatas) foram
sensibilizados com o soro da galinha imunizada com as proteinas intestinais de
D. saccharalis e 16 pocos (8 duplicatas) foram sensibilizados com o soro do
galo ndo imunizado (controle negativo), ambos diluidos em 50 pL de PBS e
BSA 3% nas proporc¢des de 1:100 a 1:218.700.

A placa foi entdo lavada 3 vezes com PBST 0,05% e ent&o incubada a
37°C por 1 hora com 50 pL/poco de anticorpos Anti-Chicken IgY marcado com
Peroxidase (Sigma-Aldrich) diluidos em PBS, BSA 3% e Tween 0,01% na
proporcao de 1:5000.

ApoOs a retirada dos anticorpos secundarios, a placa foi revelada
utilizando-se SigmaFast™ OPD (Sigma-Aldrich). A reac&o foi parada utilizando-
se 20 plL/poco de acido sulfarico 4M e a placa lida a 492 nm em leitor de

microplaca (ThermoPlate).
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3.4.6. EXTRACAO DO RNA TOTAL DO BACO DA GALINHA IMU NIZADA

Para extrair o RNA total, 1,1 g do baco da galinha imunizada foi imerso
em nitrogénio liquido e macerado em cadinho, sendo imediatamente transferido
para um tubo Falcon contendo 11 mL de TRIzol (Invitrogen).

A solucao foi armazenada por 5 minutos, homogeneizada em vortex e
centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para 11 microtubos contendo 1 mL da
solucéo, seguido pela adi¢do de 200 pL de cloroférmio.

As solugbes foram agitadas por 15 segundos, armazenadas por 3
minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 20°C.

A fase aquosa (superior) de cada microtubo foi entdo transferida para
microtubos novos, seguida pela adicdo de 500 uL de isopropanol e incubacéao
por 10 minutos a temperatura ambiente.

Os microtubos foram centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos a 20°C,
seguido pela remocao dos sobrenadantes, adicdo de 1 mL de etanol 75% e
centrifugacéo a 7.500 x g por 5 minutos a 20°C.

Os sobrenadantes foram removidos, os pellets de RNA foram secados
por 5 minutos a temperatura ambiente e diluidos em 50 pL de agua DEPC.

As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro e armazenadas

em ultra-freezer a -80°C.

3.4.7. PURIFICACAO DO RNAmM A PARTIR DO RNA TOTAL

A purificacdo do RNAm foi realizada utilizando-se 1 mg de RNA total por
meio do Kit FastTrack® 2.0 (Invitrogen), seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. O produto purificado foi entdo quantificado em espectrofotdmetro e

armazenado em ultra-freezer a -80°C.
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3.4.8. SINTESE DA PRIMEIRA FITA DE cDNA A PARTIR DO RNA TOTAL E
RNAmM PURIFICADO

Quatro reacdes de RT-PCR foram realizadas utilizando diferentes

combinacgdes de primers e amostras de RNA, conforme o esquema abaixo:

Reacédo 1 Reacéo 2 Reacéo 3 Reacéo 4
RNA RNA Total RNA Total RNAmM RNAmM
Primer Hexameros Oligo-dT,.45 Hexameros Oligo-dT,.45

Para cada reacao, com volume final de 20 pL, foi utilizado 1 pg (5 pL) de

RNA total ou RNAmM acrescido dos reagentes listados abaixo:

Tampao RT 5x 4,0 pL
dNTPs 0,4 puL
DTT 1M 0,5 uL
RNAse Out (40 U/uL) 0,25 uL
Primer 1,0 uL
Enzima M-MLV (200 U/uL) 0,2 puL
Agua tratada com DEPC 8,65 pL

O primer “Hexameros Randomicos” (Invitrogen) foi utilizado na
concentracéo de 126 pmoles/uL, enquanto o primer Oligo-dT,, .4 (INvitrogen) foi
utilizado na concentracéo de 0,5 pg/uL.

As reacdes foram conduzidas a 37°C por 1 hora em termociclador,

seguidas por desnaturagao a 70°C por 5 minutos.
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3.4.9. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE CADEIA PESADA (VH) E
CADEIA LEVE (VL)

Para amplificar os fragmentos de cadeia pesada (VH) foram realizadas
20 reacOes de amplificacéo utilizando-se os primers CSCVHo-F e CSCG-B.

Para amplificar os fragmentos de cadeia leve (VL) foram realizadas 15
reagOes de amplificacdo utilizando os primers CSC-VK e CKJo-B. Cada reacgéo
foi produzida em um volume final de 100 puL e continha os seguintes

componentes:

Primer 5’ (10 pmoles/uL) 6,0 pL
Primer 3’ (10 pmoles/uL) 6,0 pL
PCR Buffer 10X 10,0 pL
MgCl, (50 mM) 5,0 uL
dNTPs (2 mM) 10,0 pL
Taq DNA Polimerase (0,5 U/uL) 0,5 pL
cDNA 10,0 pL
Agua Bidestilada q.s.p. 100,0 pL

As reagOes de PCR foram realizadas nas seguintes condi¢des:
1) 94°C por 5 minutos;
2) 37 ciclos de: 94°C por 1 minuto;
56°C por 1 minuto;
72°C por 1,5 minuto.
3) 72°C por 10 minutos.

As reacdes foram aplicadas em gel de agarose 1% para andlise e
separacdo dos fragmentos amplificados. As bandas de VH e VL de
aproximadamente 400 pb e 350 pb, respectivamente, foram purificadas do gel
utiizando-se o Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) seguindo-se as
recomendacdes do fabricante.

Apés a purificagdo, os fragmentos VH e VL foram quantificados em
espectrofotometro e utilizados no segundo ciclo de PCR para amplificacdo dos

fragmentos scFv.
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3.4.10. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS scFv

Para a amplificacdo dos fragmentos de anticorpos scFv, os produtos da
amplificacdo das cadeias VH e VL foram reunidos em quantidades iguais para
gerar um produto final de sobreposicdo (overlap). Os primers utilizados no
primeiro ciclo de PCR criaram sequéncias idénticas entre os fragmentos VH e
VL amplificados, que serviram para a sobreposi¢cdo das mesmas e amplificacao
de um produto de extensdo final correspondente ao scFv completo.

Foram realizadas 20 rea¢Oes de overlap utilizando-se os primers CSC-B
e CSC-F, ambos a 10 pmoles/pL. Cada reacgao foi produzida em um volume

final de 100 pL e continha os seguintes componentes:

Fragmentos amplificados (VH) 200,0 ng
Fragmentos amplificados (VL) 200,0 ng
Primer CSC-B (10 pmoles/uL) 6,0 uL
Primer CSC-F (10 pmoles/uL) 6,0 uL
PCR Buffer 10X 10,0 pL
MgCl, (50 mM) 5,0 uL
dNTPs (2 mM) 10,0 pL
Taq DNA Polimerase (0,5 U/uL) 0,5 uL
Agua Bidestilada q.s.p. 100,0 pL

As reacOes de PCR foram realizadas nas seguintes condicdes:
1) 94°C por 5 minutos;
2) 27 ciclos de: 94°C por 1 minuto;
56°C por 1 minuto;
72°C por 1,5 minuto.
3) 72°C por 10 minutos.

As reacdes foram aplicadas em gel de agarose 1% para analise e
separacao dos fragmentos amplificados. As bandas de aproximadamente 800
pb correspondentes aos fragmentos scFv amplificados foram purificadas do gel
utilizando-se o Kit QIAquick™ Gel Extraction (Qiagen) seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. Apos a purificacdo, os fragmentos scFv foram

quantificados em espectrofotdbmetro.
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3.4.11. RESTRICAO DOS FRAGMENTOS scFv E DO VETOR pC omb3XSS COM
A ENZIMA Sfil

Os fragmentos scFv bem como o vetor pComb3XSS foram digeridos
com a enzima Sfil (Fermentas) de acordo com as reacoes descritas abaixo:

Digestao do scFv:
scFv purificado 10,0 ug
Buffer Sfil 10x 20,0 uL
Enzima Sfil (10U/uL) 36,0 pL
Agua Bidestilada gq.s.p.  200,0 pL

Digestdo do pComb3XSS:
pComb3XSS 20,0 ug
Buffer Sfil 10x 20,0 pL
Enzima Sfil (10U/uL) 20,0 uL
Agua Bidestilada g.s.p.  200,0 pL

Ambas as digestdes foram conduzidas a 50°C por 16 horas. Apds a
digestdo, os produtos foram analisados em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio 4% e purificados da reacdo de digestdo utilizando-se o Kit
GenElute™ PCR Clean-up (Sigma-Aldrich), seguindo-se as recomendag¢des do
fabricante. Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotdmetro e

utilizados na reacéo de ligacao.
3.4.12. LIGACAO DOS FRAGMENTOS scFv COM O VETOR pCo mb3XSS
Os fragmentos de anticorpos scFv e o vetor pComb3XSS, ambos
digeridos pela enzima Sfil, foram utilizados na reagéo de ligagdo com a enzima

T4 DNA Ligase (Promega) nas proporc¢oes descritas abaixo:

pComb3XSS digerido 1400 ng
scFv digerido 700 ng
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T4 DNA Ligase (3U/uL) 3,3 uL
Buffer Ligase 10x 20 pL
Agua Bidestilada q.s.p. 200 pL

Para determinar-se a eficiéncia da reacdo de ligacao, foi realizada uma
reacdo de auto-ligacdo do vetor pComb3XSS digerido, de acordo com as

propor¢cdes descritas abaixo:

pComb3XSS digerido 140 ng
T4 DNA Ligase (3U/uL) 0,33 puL
Buffer Ligase 10x 2 uL
Agua Bidestilada q.s.p. 20 L

Ambas as reagOes de ligagdo foram conduzidas em termociclador a
15°C por 18 horas.

ApoOs a ligacdo, as reacdes foram purificadas utilizando-se o Kit
GeneElute™ PCR Clean-up (Sigma-Aldrich), seguindo-se as recomendacdes
do fabricante. As reagcGes de ligacdo da biblioteca e de auto-ligagcdo foram

eluidas em um volume final de 25 uL e 10 L, respectivamente.

3.5. PREPARACAO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

Uma col6nia da bactéria XL1-Blue (Invitrogen) foi inoculada em 15 mL
de meio SB contendo tetraciclina (20 mg/mL) e incubada a 37°C sob agitacéo
de 270 rpm por 16 horas.

Cinco mililitros (5 mL) do pré-indculo foram diluidos em 1 L de meio SB
acrescido de 20 mL de glicose 20% (p/v) e 10 mL de MgCl, 1M e entédo
distribuidos em quatro frascos Erlenmeyers de 1L. As culturas foram incubadas
a 37°C sob agitacdo de 270 rpm até atingirem uma densidade otica (O.D.) a
600 nm igual a 0,7.

Tendo atingido a densidade 6tica desejada, as culturas foram resfriadas

no gelo por 15 minutos. A partir de entdo, as células foram mantidas no gelo,
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ou centrifugadas a 4°C. Os frascos utilizados nas etapas de centrifugagao, as
pipetas e o glicerol foram resfriados previamente.

As culturas foram centrifugadas a 3.000 x g por 20 minutos a 4°C e apés
o descarte dos sobrenadantes, os pellets de bactérias foram ressuspensos em
25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado. O conteudo das garrafas foi agrupado de
dois a dois e o volume de glicerol ajustado para o volume final de 200 mL. Em
seguida, as células foram centrifugadas nas mesmas condicbes e o0
procedimento repetido.

Apés o descarte do sobrenadante, os sedimentos foram ressuspensos
em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado, transferidos para tubos de centrifuga de
50 mL e sedimentados a 2500 x g por 15 minutos a 4°C. Enquanto isso, tubos
de microcentrifuga estéreis com tampa de rosca foram rotulados e mantidos no
gelo.

Apés o descarte do sobrenadante, as células foram ressuspensas no
volume residual de glicerol e distribuidas em aliquotas de 300 pL nos
microtubos. Os tubos contendo as células foram transferidos para um banho de
alcool e gelo seco para congelamento rapido das células.

As aliquotas foram estocadas a -80°C e utlizadas tanto para

eletroporacao quanto como pré-inodculo nos experimentos de selecao.

3.6. PREPARACAO DO FAGO AUXILIAR VCSM13
3.6.1. OBTENGAO DE PLACAS DE LISE

Foram inoculados 2 pL de bactérias E. coli XL1-Blue eletrocompetentes
em 2 mL de meio SB contendo tetraciclina a uma concentracao final de 20
pHg/mL e incubados a 37°C por 12 horas sob agitacéo de 270 rpm.

Diluicdes do fago helper VCSM13 da ordem de 10°, 107 e 10® foram
preparadas, sendo utilizado 1 pL de cada diluicdo na inoculagéo de 200 pL da
cultura de bactérias. Apos a incubagdo por 15 minutos a temperatura ambiente,
50 pL da cultura foi plaqueada em meio LB agar. As placas foram incubadas a
37°C por 16 horas. Apoés esse periodo, foram observadas colbnias de bactérias

com retardo no crescimento devido a infec¢ao pelo fago VCSM13.
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3.6.2. AMPLIFICACAO DO FAGO AUXILIAR

Em um tubo tipo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de meio SB acrescido
de tetraciclina (20 pg/mL), foram inoculados 10 pL de bactérias XL1-Blue
eletrocompetentes. A cultura foi mantida por 1 hora a 37°C e sob agitacdo de
270 rpm. Com o auxilio de um palito estéril, uma colénia de bactéria infectada
com o fago auxiliar, obtida no procedimento descrito anteriormente, foi
transferida para a cultura de XL1-Blue, seguido de incubacdo nas mesmas
condicBes por 2 horas. ApOs esse periodo, a cultura infectada foi inoculada em
500 mL de meio SB contendo 20 pg/mL de tetraciclina e 70 pg/mL de
kanamicina, seguida pela incubagé&o por 14 horas a 37°C e 270 rpm.

A cultura foi entdo transferida para dez tubos de polipropileno e
centrifugada a 2500 x g por 15 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos e incubados a 70°C por 20 minutos, com o0 objetivo de
eliminar células de bactérias remanescentes. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas novamente a 2500 x g por 15 minutos, os sobrenadantes foram

transferidos para novos tubos e estocados a 4°C.

3.6.3. DETERMINACAO DO TITULO DA PREPARACAO DE FAGO S
AUXILIARES

Para determinar o titulo da preparacdo dos fagos auxiliares foram
inoculados 2 mL de meio SB, contendo 10 pug/mL de tetraciclina, com 2 pL de
células XL1-Blue competentes. A cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo de
270 rpm até atingir uma densidade 6tica (O.D.) a 600 nm igual a 0,7.

Foram aliquotadas 50 pL da cultura de bactérias em microtubos,
seguido pela adicdo de 1uL de fagos auxiliares previamente diluidos em meio
SB nas proporgdes de 10° 107 e 10® As aliquotas foram incubadas a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Apos a incubacao, cada aliquota de
células infectadas foi transferida e misturada a 3 mL de meio LB top agar a
45°C, e entdo espalhadas em placas contendo meio LB &gar. As placas foram
incubadas a 37°C durante a noite e avaliadas no dia seguinte quanto a
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formacdo das placas de lise, que foram contadas e o titulo de fagos
determinado em unidades formadoras de placas (pfu/mL) de fagos.

3.7. TRANSFORMACAO DE BACTERIAS ELETROCOMPETENTES
COM A BIBLIOTECA DE scFv POR ELETROPORACAO

Foram conduzidos dois procedimentos de transformacdo de bactérias
XL1-Blue utilizando-se o produto purificado da reacdo de ligagéo da biblioteca
bem como o produto da reacéo de auto-ligacao.

As reacdes de ligacdo, bem como duas cubetas de eletroporacéo de 0,2
cm foram mantidos no gelo por 10 minutos antes do procedimento de
transformacéo.

Aliquotas de 300 pL de bactérias XL1-Blue eletrocompetentes foram
descongeladas, misturadas aos 25 pL da reacdo de ligacdo da biblioteca e
transferidas para a cubeta previamente resfriada. O mesmo foi realizado para a
reacao de auto-ligagdo com volume de 10 pL.

Apés 1 minuto de incubagcdo, as células foram submetidas a
eletroporacdo em eletroporador (Bio-Rad) sob as seguintes condicoes:
voltagem de 2,5 KV, 25 pF de capacitancia e 200 Q de resisténcia, gerando
pulsos de 4 a 5 milisegundos de duracgao.

Imediatamente apdés a eletroporacéo, adicionou-se 1 mL de meio SOC a
cubeta, seguido pela lavagem da mesma com mais 2 mL de meio SOC e
transferéncia da solucdo para um tubo tipo Falcon de 50 mL, que foi entdo
incubado a 37°C e sob agitacdo de 270 rpm por 1 hora.

Apbs a incubacao, foram adicionados 10 mL de meio SB contendo 3 pL
de carbenicilina a 100 mg/mL e 15 pL de tetraciclina a 10 mg/mL. Os 15 mL de
cultura foram incubados por 1 hora a 37°C e 270 rpm, seguidos pela adicao de
mais 4,5 pL de carbenicilina a 100 mg/mL e incubacdo sob as mesmas
condi¢des por mais 1 hora.

A cultura foi transferida para um frasco do tipo Erlenmeyerde 1 L e a ela
acrescentados 2 mL de fago auxiliar VCSM13 (10*? a 10*® pfu/mL) e 183 mL de
meio SB contendo 92,5 puL de carbenicilina a 100 mg/mL e 185 pL de
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tetraciclina a 10 mg/mL. A cultura foi entdo incubada a 37°C sob agitacédo de
270 rpm por 2 horas.

A cultura foram adicionados 140 pL de Kanamicina a 100 mg/mL, sendo
a mesma mantida sob agitacdo durante a noite (por aproximadamente 14
horas) nas mesmas condi¢des descritas no passo anterior.

A cultura crescida durante a noite foi centrifugada a 3.000 x g por 15
minutos a 4°C e o sedimento de bactérias descartado. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos e centrifugados novamente sob as mesmas
condigoes.

Os sobrenadantes foram entdo transferidos para novos tubos e aos
mesmos foram adicionados 8 g, isto €, 4% de polietilenoglicol (PEG 8.000) e 6
g, ou seja, 3% (p/v) de NaCl. A fase solida foi dissolvida incubando-se as
solugdes a 37°C sob agitacdo de 270 rpm por 10 minutos.

Os fagos foram coletados por centrifugacédo a 15.000 x g por 15 minutos
a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e os tubos contendo os
sedimentos de fagos foram deixados invertidos sobre papel toalha por 10
minutos para secagem.

Os sedimentos de fagos foram ressuspendidos em 2 mL de TBS-BSA
1% (p/v) e transferidos para microtubos, que foram entdo centrifugados a
14.000 rpm por 5 minutos a 4°C.

Em seguida, os sobrenadantes contendo as particulas virais foram
transferidos para novos microtubos contendo azida sédica a uma concentracao

final de 0,02% e estocados a 4°C.

3.8. PREPARACAO DE DNA PLASMIDIAL EM PLACAS DE
MICROTITULACAO

ApoOs a transformacéo de bactérias XL1-Blue com a biblioteca original,
50 pL do produto foi plagueado em meio LB agar acrescido de 100 pug/mL de
carbenicilina e incubado por 16 horas a 37°C.

Clones isolados foram retirados das placas e inoculados em 1 mL de

meio SB contendo 100 pg/mL de carbenicilina em placa do tipo deep well.
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A placa foi selada com selo perfurado para permitir a aeragdo e entao
incubada por 20 horas a 37°C sob agitacéo de 300 rpm.

ApoOs a incubacao, a placa foi centrifugada a 3700 rpm por 10 minutos a
20°C, os sobrenadantes foram retirados e os sedimentos de bactérias
ressuspensos em 240 pL de GET. A placa foi selada e agitada por 2 minutos
em vortex para ressuspensdo das células. Em seguida, a placa foi
recentrifugada a 3700 rpm por 10 minutos a 20°C.

Os sobrenadantes foram descartados e a placa invertida em papel
toalha por 5 minutos. As bactérias foram ressuspensas novamente em 80 uL
de GET.

Foram adicionados 2,5 pL de RNAse A (10 mg/mL) a cada poco de uma
placa de microtitulagdo de fundo redondo para onde foram transferidos 60 pL
da suspensao de células.

A cada poco foram adicionados 60 uL de uma solugéo recém preparada
de NaOH 0,2 N e SDS 1%. Em seguida a placa foi fortemente selada com um
adesivo novo e cuidadosamente invertida por 20 vezes, incubada por 10
minutos a temperatura ambiente e centrifugada rapidamente.

Em seguida foram adicionados 60 pL de Acetato de Potdssio 3M a cada
poco, sendo a placa selada e agitada 20 vezes por inversdo, seguida de
incubacédo por 10 minutos a temperatura ambiente e rapida centrifugacao.

O adesivo foi removido e a placa incubada em estufa a 90°C por 25
minutos, sendo posteriormente selada e incubada no gelo por 10 minutos. A
placa foi entdo centrifugada por 10 minutos a 3700 rpm e 20°C.

Os sobrenadantes foram transferidos para uma placa com filtro
(Millipore) fixada com adesivo no topo de uma microplaca de fundo em “V” e,
em seguida, centrifugados por 6 minutos a 3700 rpm a 20°C.

Ao filtrado foram adicionados 100 pL de isopropanol, que foi levemente
homogeneizado e centrifugado a 3700 rpm e 20°C por 45 minutos.

ApOs o descarte do sobrenadante, o DNA foi lavado com 200 pL de
etanol 70% gelado e centrifugado a 3700 rpm e 20°C por 5 minutos.

Os sobrenadantes foram retirados e a placa, invertida em papel toalha,
foi centrifugada até atingir a rotacdo de 900 rpm. A placa foi deixada a

temperatura ambiente por 60 minutos para evaporacao do etanol residual.
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O DNA foi ressuspenso em 60 pL de agua bidestilada, analisado em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio 4% e entéo estocado a -20°C.

3.9. REAMPLIFICACAO DA BIBLIOTECA

Foram inoculados 50 pL de células XL1-Blue em 50 mL de meio SB
contendo 10 pg/mL de tetraciclina. A cultura foi incubada a 37°C e 270 rpm por
1,5 a 2,5 horas até atingir uma ODggoy=1,0.

A cultura foram adicionados 45 pL de fagos, seguido pela incubacéo a
temperatura ambiente por 15 minutos.

Em seguida foram adicionados 10 puL de carbenicilina a 100 mg/mL e 2%
(v/v) de glicose 2M, seguido pela incubacao a 37°C e 270 rpm por 1 hora. Apos
esse periodo, foram adicionados a cultura 15 pL de carbenicilina a 100 mg/mL,
seguido pela incubacgéo por 1 hora nas mesmas condicoes.

A cultura foi entéo centrifugada a 3000 x g por 10 minutos e ressuspensa
em 200 mL de meio SB contendo 100 pL de carbenicilina a 100 mg/mL e 100
uL de tetraciclina a 20 mg/mL.

Em seguida foram adicionados 2 mL de fago auxiliar VCSM13, a cultura
foi entdo incubada a 37°C e 270 rpm por 2 horas, seguida da adi¢cdo de 140 pL
de kanamicina a 100 mg/mL e incubacdo nas mesmas condi¢cdes durante 14
horas.

A cultura foi centrifugada a 3000 x g por 15 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi retirado, transferido para novo frasco e recentrifugado nas
mesmas condi¢des. Dois mililitros (2 mL) do sobrenadante foram estocados
para futuras analises de atividade ligante das particulas virais ai presentes.

Ao sobrenadante foram adicionados 8 g [4% (p/v)] de polietilenoglicol
(PEG 8.000) e 6 g [3% (p/v)] de cloreto de sodio (NaCl). A fase soélida foi
dissolvida por agitacdo a 37°C e 270 rpm por 5 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi incubado no gelo por 30 minutos.

A solucéo foi centrifugada a 15000 x g e 4°C por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. O frasco contendo os fagos sedimentados foi entao

invertido em papel toalha estéril por 10 minutos para secagem do sedimento.
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O sedimento de fagos foi ressuspendido em 2 mL de TBS e BSA 1%
(p/v), transferido para um microtubo e centrifugado a 14000 rpm a 4°C por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante contendo as particulas virais foi
transferido para um microtubo novo, adicionado azida soédica a uma

concentracéo final de 0,02% e estocado a 4°C.

3.10. SELECAO DE PARTICULAS VIRAIS FUSIONADAS A ANT ICORPOS
scFv LIGANTES AS PROTEINAS INTESTINAIS DE DIATRAEA
SACCHARALIS IMOBILIZADAS EM PLACAS DE MICROTITULAGAO

Uma vez construida a biblioteca de anticorpos recombinantes expressa
em fagos, procedeu-se a selecdo contra as proteinas intestinais da larva de
Diatraea saccharalis. Foram conduzidos dois ciclos de sele¢ao, sendo cada um
deles antecedido pela reamplificacdo da biblioteca de scFv, como descrito no
item anterior.

Para a selecdo das particulas virais apresentando fragmentos de
anticorpos scFv com maior afinidade ao alvo, 5 pg de proteinas intestinais de
D. saccharalis diluidas em 50 pL de tampédo TBS foram imobilizadas em cada
poco (well) de uma placa de microtitulagdo MaxiSorp (Nunc), sendo utilizados
dois pocos em cada ciclo de selecao. A placa foi selada e incubada a 37°C por
1,5 horas.

As solucdes contendo as proteinas foram retiradas e substituidas por
350 pL de solucédo de bloqueio, composta por TBS e BSA 3% (p/v). A placa foi
selada e incubada a 37°C por 1,5 horas.

As solucdes de bloqueio foram retiradas e substituidas por 50 pL da
biblioteca expressa em fagos recéem amplificada. A placa foi selada e incubada
a 37°C por 2 horas.

Enquanto isso, 5 pL de bactérias XL1-Blue eletrocompetentes foram
inoculadas em 2 mL de meio SB contendo 1 pL de tetraciclina a 20 mg/mL. A
cultura foi incubada a 37°C e 270 rpm por 1,5 a 2,5 horas até atingir a
densidade otica a 600 n igual a 1,0.

Apés incubacado por 2 horas com a biblioteca, os fagos foram retirados e
lavados com 150 pL de TBST 0,1% [TBS e 0,1% (v/v) de Tween 20]. A solucdo
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de lavagem foi pipetada (up and down) cinco vezes, incubada por 5 minutos e
retirada. O procedimento de lavagem foi entdo repetido 5 vezes no primeiro
ciclo de selecéo e 10 vezes no segundo.

Apos a lavagem dos fagos nao ligantes, os fagos ligantes foram
incubados com 50 pL de Glicina-HCI (pH 2,2) por 10 minutos e eluidos pela
pipetagem (up and down) da solucédo por 10 vezes. Os 100 pL de solucéo
contendo os fagos eluidos foram neutralizados pela adi¢cdo de 6 pL de Tris 2M.

Os fagos eluidos de cada ciclo de selecao foram estocados a 4°C com

azida sodica a uma concentracgao final de 0,02%.

3.11. TRANSFORMACAO DE BACTERIAS ELETROCOMPETENTES
COM A BIBLIOTECA DE scFv SELECIONADA

ApoOs a selecédo dos fragmentos de anticorpos scFv ligantes as proteinas
intestinais de D. saccharalis, os mesmos foram expressos em sobrenadante de
cultura por bactérias TOP10 (Invitrogen) em placas do tipo deep well.

Para que a expressdo em bactérias TOP10 fosse realizada, os fagos
oriundos do segundo ciclo de selecdo foram amplificados em bactérias XL1-
Blue, o DNA plasmidial das mesmas foi entdo extraido e utlizado para
transformar bactérias TOP10 eletrocompetentes.

Para tanto, bactérias XL1-Blue foram amplificadas em 50 mL de meio SB
contendo 10 pg/mL de tetraciclina até atingir uma ODggo,=0,5. A cultura foram
adicionados 90 pL de fagos eluidos no segundo ciclo de selecdo, seguido por
incubacédo a temperatura ambiente por 15 minutos e acréscimo de 2% (v/v) de
glicose 2M e carbenicilina a uma concentracao final de 50 ug/mL. A cultura foi
incubada por 14 horas a 37°C e 270 rpm.

O DNA plasmidial das bactérias amplificadas foi extraido utilizando-se o
kit GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. O DNA foi quantificado em espectrofotémetro
NanoDrop® e utilizado para transformar bactérias TOP10 eletrocompetentes. O
protocolo utilizado para transformagcdo foi o mesmo descrito para a
transformacdo de bactérias XL1-Blue com a biblioteca de anticorpos, com

poucas modificacbes. As bactérias transformadas foram plagueadas em meio
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LB agar acrescido de 2% (v/v) de glicose 2M e carbenicilina a 50 pg/mL e
incubadas a 37°C por 16 horas.

3.12. EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS EM PLACAS DO
TIPO DEEP WELL

Em duas placas do tipo deep well de 96 pocos foi adicionado, a cada
poco, 1 mL de meio SB contendo carbenicilina a 50 pg/mL e 2% (v/v) de
glicose 2M, seguido pela inoculagdo de uma colbnia de bactérias TOP10
transformadas com a biblioteca de scFv selecionada. Em um poco de cada
placa, foram amplificadas bactérias TOP10 utilizadas como controle da
expressado e que foram transformadas apenas com o plasmideo pComb3XSS,
sem a insercdo de sequéncias codificadoras para fragmentos de anticorpos
scFv. As placas foram seladas com filme plastico, sendo o mesmo perfurado
para permitir a aeracado, seguido pela incubacéo por 14 horas a 37°C e 300
rpm.

Dez microlitros (10 pL) do sobrenadante de cultura proveniente das
placas amplificadas foram transferidos para outras duas placas contendo, em
cada poco, 1 mL de meio SB acrescido de carbenicilina a 50 pg/mL e 2% (v/v)
de glicose 2M. As placas foram seladas, perfuradas e incubadas por 4 horas a
37°C e 300 rpm.

ApoOs incubacéo por 4 horas, as placas foram centrifugadas a 3.700 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Cada pellet de bactérias foi entdo
ressuspendido em 1 mL de meio SB contendo 50 pug/mL de carbenicilina e
IPTG a uma concentracéo final de 2,5 mM. As placas foram incubadas por 18
horas a 30°C e 300 rpm.

ApoOs a incubacao, as placas foram submetidas a centrifugacdo a 3.700
rpm durante 15 minutos a 4°C, o pellet foi estocado com glicerol 25% a -20°C e
o sobrenadante contendo as proteinas heterélogas sollveis foi transferido para

outra placa e armazenado a 4°C por até uma semana.
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3.13. DOT BLOT PARA ANALISE DA EXPRESSAO HETEROLOGA DE
PROTEINAS

Para analisar a expressdo heteréloga de proteinas foi realizado um
ensaio de dot blot. Para tanto, 5 pL do sobrenadante de cultura de cada clone
expresso foram aplicados em uma membrana de nitrocelulose Hybond™ ECL
de 0,2 um (Amersham Biosciences) e deixados secar por 15 minutos a 37°C.
Em seguida, a membrana foi bloqueada com uma solucdo de PBS e BSA 3%
por 1 hora a 37°C. ApGs o bloqueio, a membrana foi lavada 2 vezes com PBST
0,05% e entdo incubada em uma solugéo de PBS contendo o anticorpo anti-HA
marcado com peroxidase (Roche Applied Science) em diluicdo de 1:2500 por
1,5 hora a 37°C. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com PBST
0,05% e revelada com SigmaFast™ 3,3-Diaminobenzidine (Sigma-Aldrich).
Para parar a reagdo, a membrana foi lavada com &agua e deixada secar a

temperatura ambiente.

3.14. ENSAIO IMUNOENZIMATICO ELISA PARA SELECAO DOS
FRAGMENTOS DE ANTICORPOS scFv COM MAIOR AFINIDADE
AS PROTEINAS INTESTINAIS DE D. SACCHARALIS

Apos a andlise da expressdo dos fragmentos de anticorpos em
sobrenadante de cultura por dot blot, os clones com marcagao positiva foram
testados em um ensaio imunoenzimatico ELISA para selecdo daqueles com
maior afinidade as proteinas intestinais de D. saccharalis.

Pocos de duas placas de microtitulacdo de alta afinidade (Nunc) foram
sensibilizadas com 1 pg de proteinas intestinais de Diatraea saccharalis
diluidas 50 pL de tampé&o carbonato (bicarbonato de sodio 0,1M, pH 8,6), que
foram ent&o incubados por 14 horas a 4<C.

As placas foram lavadas 3 vezes com 350 pL/poco de PBST 0,05%
(PBS e Tween 20 a 0,05%) e bloqueadas com 350 puL/poco de PBSM 5% (PBS

e leite em p6 a 5%), sendo entdo incubadas a 37°C por 1 hora.
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Apdbs o bloqueio, cada poco foi lavado 3 vezes com 350 uL de PBST
0,05% e incubado por 2 horas a 25°C com 50 pL de sobrenadante de cultura
de bactérias contendo os fragmentos de anticorpos scFv expressos.

As placas foram lavadas 3 vezes com 350 uL/poco de PBST 0,05% e
incubadas por 1 hora a 37°C em uma solugcdo de PBSM 5% contendo o
anticorpo anti-HA marcado com peroxidase (Roche Applied Science) em
diluicdo de 1:1000.

ApOs a incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com 350 pL/poco de
PBST 0,05% e reveladas com SigmaFast™ OPD (Sigma-Aldrich). A reacéo foi
parada utilizando-se 20 pL/poco de &cido sulfarico 4M e as placas lidas a 492

nm em leitor de microplaca (ThermoPlate).

3.15. SEQUENCIAMENTO DE DNA E BIOINFORMATICA

O sequenciamento das cadeias leve e pesada da biblioteca de
anticorpos e dos clones selecionados apds o biopanning foi realizado utilizando
o kit DyEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing e o sequenciador
automatico capilar MegaBace™ 1000 (GE Healthcare). O DNA dos clones
selecionados foram extraidos de bactérias TOP10 utilizando-se o kit
GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo-se as recomendacdes
do fabricante.

As amostras foram preparadas em placas de 96 pocos contendo
aproximadamente 500 ng de DNA plasmidial e 2,5 picomoles do
oligonucleotideo MMB4 (senso) ou 2,5 picomoles do oligonucleotideo MMB5
(reverso) em um volume final de 10 pL.

As reagOes de PCR foram realizadas nas seguintes condic¢des:

1) 95°C por 20 segundos;

2) 50°C por 15 segundos;

3) 60°C por 1 minuto.

As reacdes foram precipitadas conforme recomendacdes do fabricante
do kit de sequenciamento e as placas foram injetadas imediatamente no

sequenciador automatico.
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3.16. PURIFICACAO DE scFv POR CROMATOGRAFIA DE AFIN IDADE
EM HPLC

A cromatografia liquida de alta afinidade para purificacdo de proteinas é
fundamentada na capacidade de alguns aminoacidos doadores de elétrons tais
como a histidina (his), o triptofano (trp) e a fenilalanina (phe) de se ligarem de
maneira reversivel a ions metalicos (como o niquel) imobilizados em uma
matriz. O Kit HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences) utilizado neste passo
foi desenvolvido para uma rapida e reproduzivel purificacdo de proteinas
recombinantes expressas com calda de histidina (HisTag). A purificacdo foi
realizada seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

O sobrenadante de cultura de 200 mL resultante da expressdo dos
fragmentos de anticorpos scFv por bactérias TOP10 (produzido como descrito
no item 3.12, resguardada as devidas proporc¢des), foi dividido em quatro
aliquotas de 50 mL, centrifugado a 10.000 rpm por 60 minutos a 4C e entdo
filtrado em filtro de 0,45 um (Millipore). Para preparar a amostra, 25 mL de
tampao fosfato 8X e 1 mL de imidazol 2M foram adicionados a 174 mL do
sobrenadante de cultura filtrado. O pH da solucao foi entdo ajustado para 7,4.

A coluna HisTrap de 1 mL foi umidificada pela injecdo de 5 mL de agua
destilada e conectada ao aparelho HPLC. Em seguida, a coluna foi equilibrada
com 10 mL de tampéo de ligagdo (Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 20
mM, pH 7,4).

A amostra foi aplicada a coluna sob fluxo de 2 mL/min até o volume final
de 50 mL por purificacao.

ApoOs a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com 10 mL de tampéao
de ligacdo para lavagem das moléculas nao ligantes.

Apoés a lavagem, os fragmentos de anticorpos foram eluidos com 5 mL
de tampao de eluicdo (Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 500 mM, pH 7,4),
que foram coletados em aliquotas de 0,5 mL. As aliquotas foram armazenadas
a 4°C e analisadas por dot blot para deteccédo dos anticorpos scFv, seguindo-
se 0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

As fracbes que apresentaram maiores concentracdes de anticorpos
foram reunidas e diluidas em agua destilada em um volume final de 180 mL. A

solucédo foi entéo filtrada sob pressdo em membrana de ultrafiltragdo Amicon
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(NMWL: 3.000) (Millipore) para dessanilizagdo até atingir um volume final de 15
mL. A amostra resultante foi congelada a -80°C por 1 hora, liofilizada por 24
horas e ressuspendida em 1 mL de agua bidestilada. A amostra foi entdo

quantificada em espectrofotdometro NanoDrop® e estocada a -20°C.

3.17. ENSAIOS DE WESTERN BLOTTING

Foram realizados dois ensaios de western blot, o primeiro para detectar
a presencga do scFv EO1 na amostra produzida pela purificacdo cromatografica
e 0 segundo para avaliar a reatividade do scFv as proteinas intestinais.

Para o primeiro experimento, 50 pg do scFv purificado foram separadas
eletroforeticamente em um gel SDS-PAGE 16% e, em seguida, transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Hybond™-ECL de 0,2 pm; Amersham-
Biosciences) utilizando-se o sistema de transferéncia Mini Trans-Blot
Eletrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). A transferéncia foi realizada por 2 horas
sob as condi¢des elétricas de 300 V e 290 mA.

Apés a confirmacgdo da transferéncia pela visualizagdo do marcador na
membrana, a mesma foi incubada sob agitacdo com PBSM 5% (PBS e Leite
Desnatado 5%) a temperatura ambiente por 1 hora para bloqueio de sitios
inespecificos. A membrana foi entdo lavada trés vezes com tampdo PBST
0,05%.

ApoOs o blogqueio, a membrana foi incubada sob leve agitacdo, a 37°C e
por 1 hora com PBSM 5% contendo o anticorpo anti-HA conjugado com
peroxidase (Roche) na proporcdo de 1:3000. Em seguida, a membrana foi
lavada trés vezes com PBST 0,05% e revelada com SigmaFast™ 3,3"-
Diaminobenzidine (Sigma-Aldrich). Para parar a reacdo, a membrana foi lavada
com agua e deixada secar a temperatura ambiente.

Para o segundo experimento, 15 pg de proteinas intestinais de D.
saccharalis foram separadas eletroforeticamente em um gel SDS-PAGE 16% e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose como descrito anteriormente.

ApoOs a transferéncia, a membrana foi corada por 15 minutos com
Ponceau S e lavada com agua destilada para permitir a visualizacdo das

bandas de proteinas.
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Apo6s a confirmagéo da transferéncia, a membrana foi incubada sob
agitacdo com PBS-BSA 3% a 37°C e por 1 hora para bloqueio de sitios
inespecificos. A membrana foi entdo lavada trés vezes com tampao PBST
0,05%.

Em seguida, a membrana foi incubada sob agitacdo por 2 horas a 37°C
com 1,5 mL de PBS-BSA 3% contendo 350 pug do scFv EO1 purificado. A
membrana foi entdo lavada trés vezes com tampéo PBST 0,05%.

ApoOs a lavagem dos fragmentos de anticorpos scFv nédo ligantes, a
membrana foi incubada sob leve agitacéo, a 37°C e por 1 hora com PBS-BSA
3% contendo o anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase (Roche) na
proporcdo de 1:3000. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com
PBST 0,05% e revelada com SigmaFast™ 3,3'-Diaminobenzidine (Sigma-
Aldrich). Para parar a reacdo, a membrana foi lavada com agua e deixada

secar a temperatura ambiente.

3.18. IMUNOHISTOQUIMICA

ApoOs selecao e purificacdo do scFv EO1, sua afinidade de ligacdo ao
intestino das larvas de D. saccharalis foi verificada por imunohistoquimica.
Amostras do intestino da larva foram inicialmente submetidas ao
processamento histolégico, de acordo com as seguintes etapas: lavagem em
PBS, fixacdo com formol 4% por 12 horas, desidratacdo em série etandlica
crescente e diafanizacdo em xilol por 1 hora. Os fragmentos foram incluidos em
parafina e os cortes de 5 um foram confeccionados em microtomo (Richert-
Jung).

Para a reacdo de imunohistoquimica, as secg¢bes foram submetidas a
recuperacdo antigénica com tampao citrato de sédio por 1 hora a 90°C. Em
seguida, as seccbes foram incubadas com peroxido de hidrogénio 3% em
metanol por 30 minutos para blogueio da peroxidase endégena e com PBS-
BSA 10% a temperatura ambiente para bloqueio dos sitios inespecificos. Os
cortes foram lavados com PBS e o scFv EOQ1, bem como o scFv Tir especifico a
um antigeno tumoral de tiredide, foram adicionados as seccdes, seguido por

incubacédo overnight a 4°C. A ligac&o dos fragmentos de anticorpos ao antigeno
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intestinal foi verificada pela incubacdo dos cortes com o anticorpo anti-HA
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido em PBS na proporcdo de
1:300. Os cortes utilizados como controles negativos da reacdo foram
incubados somente com PBS. As laminas foram reveladas com DAB a 0,5
mg/mL (Sigma-Aldrich), contra-coradas com hematoxilina de Harris e
examinadas ao microscoépio de luz Olympus BX 40. As fotomicrografias foram

obtidas pelo software HLImage.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE DE PROTEINAS POR ELETROFORESE EM GEL S DS-PAGE

O processo de extracdo das proteinas intestinais mostrou-se eficiente,
como pode ser observado pelo padrdo de bandas formadas no gel SDS-PAGE
(Figura 8). O evidenciamento das bandas € um indicativo da integridade das
proteinas e da eficiéncia do processo de extragdo que, neste caso, resultou na
extracdo predominantemente de proteinas com peso molecular inferior a 110
kDa.

kDa

210
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Figura 8: Gel SDS-PAGE para andlise das proteinas i ntestinais extraidas de larvas de
Diatraea saccharalis. Coluna M: Marcador de peso molecular Prestained SDS-PAGE
Standards Broad Range (Bio-rad). Colunas 1 e 2: 15 microgramas de proteinas intestinais de

D. saccharalis.
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4.2. IMUNIZACAO DE AVES GALLUS GALLUS DOMESTICUS

O procedimento de imunizacao utilizado mostrou-se eficiente na inducéo
de resposta imune nos animais. A galinha imunizada com as proteinas
intestinais de D. sacchralis produziu anticorpos reativos aos antigenos
presentes no imunogeno. O titulo de anticorpos reativos as proteinas intestinais
apos o quarto ciclo de imunizacao foi consideravelmente maior, cerca de quatro
vezes, na galinha imunizada com as proteinas do que no galo imunizado
apenas com o adjulvante Freund, como mostrado na Figura 9.

O titulo dos anticorpos reativos as proteinas intestinais mostrou-se maior
no soro da galinha imunizada mesmo na diluicdo de 1:24300, indicando que o
animal jA poderia ser sacrificado, uma vez que titulos acima de 1:1000 s&o

suficientes para a constru¢ao da biblioteca de anticorpos (Barbas et al., 2001).
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Figura 9: Titulo de anticorpos em soros de animais apos a quarta imunizagcdo. GlI: Galinha
imunizada com proteinas intestinais de D. saccharalis. GNI: Galo imunizado apenas com o

adjuvante Freund.



68

4.3. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE CADEIA PESADA ( VH)
E CADEIA LEVE (VL)

As reacbes de sintese do cDNA utilizando RNA total e RNAmM
produziram fragmentos de cadeias leve e pesada com o mesmo rendimento.
Dessa forma, foi escolhido o uso do RNA total por ser uma estratégia de menor
custo e maior rapidez.

Os tamanhos observados dos fragmentos génicos correspondentes as
cadeias leve (cerca de 350 pb) e pesada (cerca de 400 pb) corresponderam ao

esperado (Figura 10).

VH (~400pb)

400 R ] VL (~350pb)

Figura 10: Analise do produto da amplificagdo das r  egibes variaveis de cadeia pesada

(VH) e cadeia leve (VL). A - Colunas 1 a 4: Fragmentos VH (~400pb). B - Colunas 1 a 4:
Fragmentos VL (~350pb). Tanto em A quanto em B - Coluna M: Marcador de massa molecular
Ladder 100pb (Ludwig Biotec). Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de

etidio.

Apés a amplificacdo dos fragmentos VH e VL, os mesmos foram
separados em gel de agarose e purificados. A Figura 11 mostra o produto da
purificacdo das bandas correspondentes aos fragmentos VH e VL. Como pode
ser observado, o processo de purificagdo mostrou-se eficiente, pois nao foram

visualizadas outras bandas além daquelas esperadas.
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Figura 11: Analise do produto da amplificacdo das r  egides varidveis de cadeia pesada

(VH) e cadeia leve (VL) apds a purificagdo das band as do gel de agarose. Coluna 1:
Fragmentos VH (~400pb). Coluna 2: Fragmentos VL (~350pb). Coluna M: Marcador de massa
molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado

com brometo de etidio.

4.4. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS scFv

Os fragmentos VH e VL produzidos e purificados foram utilizados como
molde para a reacao de sobreposi¢cédo (overlap) promovida por uma sequéncia
nucleotidica codificadora de um peptideo ligante (short linker) presente nos
oligonucleotideos CkJo-B (VL) e CSCVHo-F (VH). Os oligos CSC-F (senso) e
CSC-B (reverso) externos ao fragmento foram utilizados para amplificar as
sequéncias correspondentes aos fragmentos de anticorpos scFv de
aproximadamente 800 pb, como pode ser visualizado na Figura 12. As reagdes
de amplificacdo mostraram-se eficientes, produzindo 18 pg de scFv apoés a

purificacdo dos mesmos do gel de agarose.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pb

Figura 12: Andlise do produto da amplificacdo dos f ragmentos de anticorpos scFv.
Colunas 1 a 10: Produtos das reacfes de amplificagdo dos fragmentos scFv. Coluna M:
marcador de massa molecular Ladder 100pb (Ludwig Biotec). Eletroforese em gel de agarose

1,5% corado com brometo de etidio.
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4.5. DOT BLOT PARA ANALISE DA EXPRESSAO HETEROLOGA DE
PROTEINAS

Fagos eluidos no segundo ciclo de selecao foram amplificados em XL1-
Blue e, em seguida, o DNA plasmidial das mesmas foi extraido e utilizado para
transformar bactérias TOP10 ndo supressoras capazes de expressar moléculas
scFv em solucéo, livres da proteina plll viral. Depois de induzidos com IPTG,
os clones isolados de bactérias TOP10 transformadas foram avaliados por dot
blot quanto a expresséo dos scFvs no sobrenadante de cultura, como mostrado
na Figura 13.

O ensaio de dot blot foi realizado para analisar a expressdao dos
fragmentos scFv indiretamente pela observacdo da expressdo do epitopo da
hemaglutinina (HA) fusionada ao anticorpo clonado no vetor pComb3XSS. O
reconhecimento do epitopo HA pelo anticorpo monoclonal anti-HA reflete a
expressao correta deste epitopo e, consequentemente, pela sua proximidade
ao fragmento scFv, pode-se inferir a integridade de todo o sistema de
expressao.

Dentre os 280 fragmentos de anticorpos expressos em placas deep well,
89 expressaram 0 epitopo da hemaglutinina e foram reconhecidos pelo
anticorpo anti-HA no dot blot (Figura 13). Os clones positivos foram utilizados
no ensaio imunoenzimético ELISA para selecdo dos fragmentos de anticorpos
scFv com maior afinidade as proteinas intestinais de D. saccharalis.

Como controle negativo, foi utilizado o sobrenadante de cultura de
bactérias TOP10 transformadas com o vetor pComb3XSS vazio e que foram
induzidas nas mesmas condi¢cdes descritas para as bactérias que expressaram
os fragmentos de anticorpos. Os controles negativos nao exibiram marcacgéo no
teste de dot blot.
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4.6. ENSAIO IMUNOENZIMATICO ELISA PARA SELECAO DOS
FRAGMENTOS DE ANTICORPOS scFv COM MAIOR AFINIDADE
AS PROTEINAS INTESTINAIS DE D. SACCHARALIS

O ensaio imunoenzimatico ELISA possibilitou a selecdo de sete
fragmentos de anticorpos com maior afinidade as proteinas intestinais de D.
saccharalis. Os resultados foram analisados quanto a absorbancia absoluta e
guanto a razdo entre as reatividades dos clones as proteinas intestinais e ao
BSA 5%.

Os fragmentos de anticorpos EO01, FO3 e F11 mostraram maior
reatividade absoluta, provavelmente devido a maior produtividade dos mesmos
no sobrenadante de cultura. Entretanto, quando analisados quanto a razao
entre as reatividades as proteinas intestinais e ao BSA 5%, os clones A02,
D02, EO1 e FO3 mostraram as maiores diferencas (Figura 14).

O sobrenadante de cultura de bactérias expressando o pComb3XSS
vazio (pComb@ da Figura 14), sem a inser¢cdo de um fragmento scFv, foi

analisado quanto a reatividade as proteinas intestinais de D. saccharalis e ao
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BSA 5% e, em ambos 0s casos, foi pouco reativo, mostrando que a reatividade
dos clones as proteinas intestinais deve-se aos fragmentos de anticorpos scFv

e ndo a outras proteinas presentes na solucéo.

M Proteinas B BSA 5%
intestinais
0.4
0.35
03 Razao OD492 .
g Proteinas / BSA
8 0.25 1 A02 - 4,50
Q o2 D02 - 4,17
o EO1 - 4,44
F02 - 2,27
0.15 FO3 - 3,91
01 4—— B = N 0000000000 F11 - 2,49
G07 - 2,73
0.05 I 0
0 4 ,*Lf, f,,Lf,, — ,,,L,,,‘,
A02 D02 EO1 FO2 FO3 F11 G07 pCombgd

Fragmentos de anticorpos scFv selecionados

Figura 14: ELISA para andlise da reatividade dos sc  Fvs selecionados. Em azul: reatividade
dos clones as proteinas intestinais de D. saccharalis. Em vermelho: reatividade dos clones ao
BSA. pComb@: fagomideo pComb3XSS vazio, sem scFv. Razéo OD**"™ Proteinas / BSA:

razdo entre a reatividade as proteinas intestinais e ao BSA 5% de cada clone analisado.

4.7. SEQUENCIAMENTO E BIOINFORMATICA DOS CLONES
SELECIONADOS

A analise das sequéncias dos clones selecionados (Figura 15) mostrou
que as regides hiper-variaveis (CDRs) possuem grande similaridade entre si.
Como as CDRs formam o sitio de ligacdo ao antigeno e determinam a
especificidade do anticorpo (Abbas et al., 2000), foi feita a escolha apenas do
clone EO1 como sendo representativo daqueles que apresentaram maior
reatividade as proteinas intestinais de D. saccharalis, além do fato de que o

clone EO1 mostrou-se mais reativo que os demais e altamente especifico.
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Figura 15: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacido

WIRQAPGKGLEFWVA
WIRQAPGKGLEFVA
WIRQAPGKGLEFVA
WIRQAPGKGLEFVA
WVROAPGKGLEFWVA
WVROEPGKGLEYWVA
WVRQAPGKGLEWWA,

W:‘k* AR TR - N

s dos sete clones selecionados.

AINRFGNSTGHGAAVKG
AINRFGNRTGHGAAVKG
AINRFGNSTGHGAAVKG
AINRFGNSTGYGAAVKG
SINRFGMNSTAYGAAVKG
AISSDGSYTNYGAAVKG
GIDAAGSYTGYGAAVKG

L R )

73

RVTISRDDGQSTVRLQLSNLRAEDTAXTTVPK
RV | ISRDDGQSTVRLQLSNLRAEDTGTYYCTK
RVTISRDDGQSTVRPQLSNLRGGHRHLLLHQ-
RATISRDNGQSTVRLQLNNSGAEDNQAPTTAFR
RATISRDNGQSTVRLQLNNLRGGHRQPTTAP-
RATISRDNGONTVRLQLNNLRGGRRHLLLRO-
RATISRGNGQSTAEAAAEQRQVGHRHLLLRQ—

'k’kﬂ ‘“# fd’

As siglas em destaque (vermelho) correspondem aos

aminodacidos com frequéncia inferior a 30% para a posicdo em que se encontram, ou seja, sdo 0s aminoacidos mais variaveis em relacdo aos demais

presentes na mesma posicdo. As sequiéncias de DNA foram analisadas usando-se o programa Ig-BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/index.html) e o

alinhamento gerado pelo programa ClustalW2.




74

4.8. PURIFICACAO DE scFv POR CROMATOGRAFIA DE AFINI DADE
EM HPLC

ApoOs a expressdo do scFv EO1 em sobrenadante de cultura, o mesmo
foi purificado em sistema HPLC. As fra¢des eluidas do processo de purificacao
foram analisadas em um ensaio de dot blot, o qual possibilitou a identificacao
daquelas que apresentaram maior reatividade ao anticorpo anti-HA,

evidenciando as fracdes com maiores concentracdes de scFv (Figura 16).

Figura 16: Analise de dot blot das fracBes eluidas pela cromatografia de afinidad e em
HPLC. As marca¢fes na membrana indicam as fracdes com maiores concentracfes do scFv
EO1.

4.9. ENSAIOS DE WESTERN BLOTTING

Apbs a purificagdo do scFv em cromatografia de afinidade em HPLC, a
amostra produzida foi separada eletroforeticamente em um gel SDS-PAGE
16% para andlise da pureza e integridade do produto purificado. Apos a
separacao, as proteinas foram transferidas para uma membrana, onde o teste
de reconhecimento do scFv pelo anticorpo anti-HA (marcado com peroxidase)
foi conduzido. Como mostrado na Figura 17 (posicdo A), a banda
correspondente ao scFv EOQ1 foi reconhecida pelo anticorpo anti-HA na posicéo
de 29 kDa, indicando a presenca do mesmo na amostra purificada, além de
sua pureza, uma vez que ndo foram constatadas outras bandas de proteinas

na membrana (corada previamente com Pounceat S).
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Figura 17: Ensaios de western blotting com o scFv EO1 e as proteinas intestinais de  D.
saccharalis. A: 1 - scFv EO1 purificado por cromatografia sendo reconhecido pelo anticorpo
anti-HA (marcado com peroxidase) na posicao de aproximadamente 29 kDa. B: 1 - Quatro
bandas (56 a 101 kDa) de proteinas intestinais (indicadas pelas setas) sendo reconhecidas
pelo scFv EQL1. Tanto em A quanto em B: M - Marcador de peso molecular Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Range (Bio-rad).

ApOs a constatacdo da integridade e pureza do scFv EO1, o mesmo foi
avaliado quanto a capacidade de reconhecer proteinas intestinais em um
ensaio de western blot. As proteinas foram separadas eletroforeticamente em
um gel SDS-PAGE 16%, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
incubadas com o clone EO1 para permitir a ligacdo do anticorpo as proteinas
alvo. Apos a revelacdo, quatro bandas de proteinas (Figura 17, posicao B)
foram reconhecidas pelo scFv EO1 nas posi¢des entre 56 e 101 kDa, indicando
gue o clone selecionado possui afinidade as proteinas intestinais. A baixa
intensidade das bandas reconhecidas deveu-se, talvez, a baixa concentracao
do scFv na etapa de sensibilizagdo ou devido ao alto background produzido
pela ineficiéncia do bloqueio da membrana pelo BSA. Embora a intensidade
das bandas tenha sido baixa, o controle negativo da reacdo (reatividade do
anti-HA as proteinas sem a presenca do scFv) ndo mostrou reatividade (dados

nao mostrados).



76

4.10. IMUNOHISTOQUIMICA

ApoOs a confirmacédo da reatividade do scFv EO1 as proteinas intestinais
de D. saccharalis por western blot, foi realizado a analise imunohistoquimica,
visando verificar a reatividade e a localizacdo do clone EO1 no tecido intestinal
(Figura 18).

O intestino de D. saccharalis é composto por células epiteliais
classificadas como colunares, caliciformes e regenerativas em toda a extenséo
do intestino (Pinheiro et al., 2003). A imunoreatividade do scFv EO1 foi
observada preferencialmente na regido basal do epitélio, onde estéo
localizadas as células regenerativas e o polo basal das células caliciformes e
colunares (Figuras 18, painéis B e E). Além disso, uma marcacdo menos
intensa foi observada na borda estriada das células colunares, constituida
pelas microvilosidades associadas a membrana peritréfica (Figura 18, painel
H). Em adicdo, uma estrutura associada a membrana basal do epitélio similar a
um nervo periférico foi observada fortemente reativa (Figura 18, painel L).

Como controle negativo, foi utilizado um scFv irrelevante com afinidade
para tumor de tiredide, mostrando auséncia de reatividade ao intestino da larva
de D. saccharalis (Figura 18, painéis C, F e I) . Da mesma forma, o controle da
reacdo no qual foi suprimida a incubacdo com o scFv EO1 também néo
apresentou imunomarcacao (Figura 18, painéis A, D, G e J).

Estatisticamente, a quantificagdo da densitometria Optica da
imunomarcacao foi mais intensa nas seccgdes intestinais incubadas com scFv

EO1, apresentando p<0,01 (Figura 18).
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Figura 18: Andlise imunohistoquimica do tecido inte stinal de larvas de D. saccharalis.
A-C, D-F (10x): cortes obliquos e longitudinais do intestino, mostrando imunoafinidade do scFv
EO1 em B e E na regido basal do epitélio (setas), distal ao [imen intestinal (L). G-I (40x): Borda
estriada (cabecas-de-setas) apresentando marcacdo para o scFv EO1 em H. J-L (40x):
Estrutura similar a um nervo periférico associada ao epitélio, mostrando intensa reatividade
com o scFv selecionado em L. Controles negativos mostraram auséncia de reatividade (A, D,
G, J — scFv suprimido; C, F, | — scFv Tir). Contra-coloragdo: Hematoxilina. M: Densitometria

Optica da intensidade da marcacéo para scFv EO1 com peroxidase. *p<0,01.
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4.11. VIABILIDADE DO USO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPO S
COMO BIOPESTICIDAS

O desenvolvimento de novas estratégias que visem reduzir o uso de
agentes quimicos no controle de insetos-praga pelo uso de biopesticidas é o
foco principal dos esforgos cientificos na area. Os biopesticidas compreendem
uma série de técnicas utilizadas no controle de insetos que incluem a aplicacéo
de microorganismos, nematdides entomofagicos, pesticidas derivados de
plantas, metabdlicos secundarios derivados de microorganismos, feroménios
de insetos e genes usados para o aumento da resisténcia de plantas aos danos
causados por insetos, fungos, virus e herbicidas (Copping e Menn, 2000).

Diversos fragmentos de anticorpos tém sido desenvolvidos por meio da
tecnologia de Phage Display visando-se diferentes objetivos, contudo, nao foi
encontrada na literatura nenhuma referéncia ao uso de fragmentos de
anticorpos scFv ou Fab como biopesticidas.

Embora ndo existam relatos do uso de moléculas scFv no controle de
insetos, a escolha dessa molécula como potencial bioinseticida justifica-se por
duas razoes principais, sendo elas: a possibilidade da producgéo de fragmentos
de anticorpos scFv em plantas, o que ja foi amplamente comprovado
(Schoutena et al., 1997; Makvandi-Nejad et al, 2005), e sua capacidade tedrica
de atravessar a membrana peritréfica (PM) presente no intestino de insetos,
que funciona como uma barreira de filtragem das moléculas presentes no
limen intestinal.

Uma série de peptideos e proteinas tem sido utilizada na producdo de
biopesticidas, sendo tais compostos derivados de diversas fontes, incluindo
venenos de animais (Gershburg et al., 1998; Volynski et al., 1999), bactérias
simbiontes de nematdides entomopatogénicos (Beard et al., 2001), lectinas e
inibidores de proteases (Brunelle et al., 2005), proteinas inativadoras do
ribossomo (Sharma et al., 2004), neuropeptideos (Borovsky et al., 1990;
Altstein, 2001; 2004), proteinas ligantes de biotina (Burgess et al.,, 2002),
quitinases (Kramer e Muthukrishnan, 1997), enzimas da sintese de aldeidos
aromaticos (O’Callaghan et al., 2005), defensinas e horménios vegetais (Lay e
Anderson, 2005; Dinan, 2001).
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Uma das principais preocupacfes no desenvolvimento de moléculas
com atividade inseticida é a maneira como as mesmas serdo administradas
aos insetos alvo. Diversas técnicas tém sido empregadas na aplicacdo dos
biopesticidas, sendo elas divididas basicamente em duas rotas de
administracdo, seja pela ingestao direta da toxina contida no alimento ou pelo
uso de vetores como micrébios e simbiontes de insetos. Atualmente, a rota
primaria da administracdo dos biopesticidas tem sido a ingestdo direta de
toxinas pelos insetos-praga, seja pela aplicacao tdpica na superficie de plantas
ou outras fontes de alimentos ou, mais comumente, como constituintes de
plantas geneticamente modificadas.

Considerando-se que a forma mais comumente utilizada na
administracdo dos biopesticidas seja a ingestéo direta pelos insetos-praga, faz-
se necessario o conhecimento de como os fragmentos de anticorpos se
comportem no micro-ambiente intestinal, levando-se em conta as limitadas
informacdes disponiveis a respeito da permeabilidade do epitélio intestinal, que
contém, dentre outras particularidades, a membrana peritréfica (PM). A PM é
uma estrutura Unica que separa o trato intestinal de invertebrados e que é
responsavel por diversas fungbes basicas essenciais a sobrevivéncia dos
insetos (Lehane, 1997; Binnington et al., 1998). Ela representa a primeira
barreira que todas as moléculas ingeridas necessitam ultrapassar para
alcancar as células epiteliais contidas no espaco endoperitrofico. A PM é
formada por uma rede de fibras quitinosas associadas a diferentes classes de
proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos (Lehane, 1997; Tellam et al., 1999;
Wang e Granados, 2001) e possui a funcdo de filtragem, uma vez que é
composta por canais aquosos que atravessam o0 gel de proteoglicanos. A
passagem de moléculas pelos poros da PM ocorre principalmente por forcas
hidrostaticas (Lehane, 1997) e um limitado ndmero de estudos tem sido
conduzido para definir a dimenséao dos poros presentes nas PMs dos diferentes
grupos de insetos, seja pela medicdo do fluxo de moléculas com diferentes
tamanhos através da membrana isolada, ou pela determinacdo do tamanho do
poro por analises de microscopia eletrénica (Adang e Spence, 1983; Santos e
Terra, 1986; Wolfersberger et al., 1986).

Estudos conduzidos in vivo em quatro diferentes espécies de

Lepidopteros definiram o didmetro dos poros como sendo de 21 a 29 nm
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(Barbehenn e Martin, 1995; Barbehenn, 2001), o que permitiria a passagem de
proteinas de até 90 kDa e, conseguentemente, dos fragmentos de anticorpos
scFv e Fab, que possuem cerca de 28 a 30 kDa.

Uma vez atravessada a membrana peritréfica, as moléculas presentes
no espaco ectoperitréfico precisam passar pela segunda barreira, formada pela
camada de células epiteliais, para alcancar o compartimento hemocélico.
Estudos recentes conduzidos in vitro mostraram que proteinas atravessam o
epitélio intestinal de larvas de Bombyx mori por transcitose, embora nao
existam dados disponiveis a respeito do caminho percorrido por pequenos
peptideos (Casartelli et al., 2005; 2007). Em principio, peptideos compostos por
poucos residuos de aminoacidos devam alcancar a hemocele através do
espaco paracelular, revestido pelas jungcbes SJ (smooth septate junction). Os
recursos funcionais da rota paracelular sdo extensivamente estudados em
intestinos de mamiferos em funcdo do seu papel crucial na administracdo de
drogas (Pade e Stavchansky, 1997; Gonzalez-Mariscal et al., 2005; Salama et
al., 2006), mas ainda sdo pouco conhecidos nos tecidos intestinais de insetos.
Poucas informacgdes estdo disponiveis acerca da permeabilidade das juncdes
SJ em insetos (Skaer et al., 1987; Zhu et al., 2001) e de sua habilidade de agir
como uma barreira controladora, como ocorre em mamiferos.

Wigglesworth (1943) foi um dos primeiros pesquisadores a demonstrar a
passagem de proteinas intactas através do sistema digestivo de insetos.
Segundo seu estudo, uma pequena quantidade de hemoglobinas ingeridas foi
observada na hemolinfa de Rhodnius prolixus. Desde entdo, varios proteinas
intactas foram encontradas na hemolinfa apds sua ingestdo por insetos,
incluindo diversas espécies de Lepidopteros (Jeffers e Roe, 2008). Em moscas,
Nogge e Giannetti (1979) demonstraram que albumina humana intacta e
fragmentos de imunoglobulinas apareceram na hemolinfa de Glossina
morsitans depois de serem alimentadas com sangue humano. Embora
nenhuma IgG intacta tenha sido detectada na hemolinfa, fragmentos Fab e
albumina foram.

Tendo em vista a relevancia da cultura da cana-de-agUcar para a
economia nacional e os enormes prejuizos provocados pela broca, todo
esforco no sentido de melhorar o entendimento acerca desta praga e buscar

novos e mais eficazes meios de combaté-la sem o uso de agentes quimicos,
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seria de grande importancia para a cultura da cana-de-acucar no Brasil e para
0 cenario agroindustrial como um todo.

No presente estudo, foi selecionado e caracterizado, pela primeira vez,
um fragmento de anticorpo scFv com o potencial uso como biopesticida. Diante
dos resultados, propomos a possivel utilizacdo dessas moléculas na geragao
de linhagens geneticamente modificadas de plantas resistentes a broca-da-
cana. Contudo, estudos subsequientes fazem-se necessarios para uma
caracterizacdo mais detalhada das proteinas-alvo do clone selecionado, além
da avaliacdo da existéncia de atividade inseticida apresentada pelo scFv

quando ingerido pela larva de D. saccharalis.
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5. CONCLUSAO

A tecnologia de Phage Display utilizada na construcdo da biblioteca
imune de fragmentos de anticorpos scFv contra as proteinas intestinais de
Diatraea saccharalis mostrou-se eficiente, permitindo a selecdo de um
fragmento de anticorpo scFv imunorreativo ao epitélio intestinal do inseto e com

potencial atividade bioinseticida.
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7. ANEXO |

MEIOS DE CULTURA

= Meio LB (Luria Bertani), pH 7,0

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

* Meio LB &gar
Meio LB adicionado de &gar bacterioldégico a uma concentragdo final de
1,4% (p/v).

= Meio LB top &gar
Meio LB adicionado de &gar bacterioldégico a uma concentragdo final de

0,7% (p/v).

= Meio SB (Super Broth), pH 7,0

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

= Meio SOB, pH 7,0

Peptona de caseina 2,0% (p/v);

Extrato de levedura 0,5% (p/v);

NacCl 0,05% (p/v);

KCI 0,00186% (p/v).
= Meio SOC

Meio SOB 97 mL;

Glicose 2M (filtrada) 1 mL;

MgCl, 1M (autoclavado) 1 mL;
MgSO, (autoclavado) 1 mL.
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Todos os meios foram autoclavados a 120C durante 20 minutos e

conservados a temperatura ambiente até a utilizac&o.

ANTIBIOTICOS

Ampicilina a 100 mg/mL; Carbenicilina a 100 mg/mL; Kanamicina a 50

mg/mL. As solucdes estoque foram preparadas em agua bidestilada,

esterilizadas por filtragdo em filtro Millipore de 0,2 um e estocadas a -

20°C.

Tetraciclina (Sigma) a 20 mg/mL. A solugcao estoque foi preparada em

etanol, esterilizada por filtracdo em filtro Millipore de 0,2 um e estocadas

a -20°C.

SOLUCOES DE USO GERAL

Glicose 20% :
Glicose anidra 20 g;

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL.

Solucéo esterilizada por filtracdo em filtro Millipore de 0,2 pm.

Glicerol 50% :
Glicerol 50 mL;
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL.

Solucéo esterilizada por autoclavagem.

Solucéo de MgCl ,, 1M:
MgCl,.6H,0 101,65 g;
Agua bidestilada g.s.p. 500 mL.

Solucéo esterilizada por autoclavagem.



92

= |PTG (isopropil- B-D-thiogalactopyranoside), 1M
IPTG (Sigma-aldrich) 0,238 g
Agua bidestilada 1 mL
A solucéo foi esterilizada por filtragdo em filtro Millipore de 0,2 um e

estocada a -20°C.

SOLUCOES UTILIZADAS NA SELECAO DA BIBLIOTECA DE
ANTICORPOS

Todas as solugbes utilizadas neste passo foram esterilizadas por

filtragdo com membranas Millipore de 0,22 pum.
= TBS 10X (estoque) , pH 7,4:
Tris-Base 0,5 M;

NaCl 1,5M.

= TBS/BSA 1%

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

= PBS 10X (estoque) , pH 7.4:

NaHPO4 1,2 M;
KH2PO4 1,2 M,
NaCl 1,37 M,
KCI 2,79;

Agua bidestilada 1 L.

= PBST, pH 7,4:
PBS 1X adicionado de Tween 20 a 0,05% (v/v).

= PBS/BSA 3%:

PBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 3% (p/v).
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SOLUCOES PARA ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE E DE
POLIACRILAMIDA

= Tampado de corrida para gel de Agarose (TBE) 10x , pH 8,0

Tris-Base 0,89 M;
Acido Bérico 0,89 M:;
EDTA 0,002 M;

Agua bidestilada g.s.p.  1L.

» Tampao de amostra para Gel de Agarose 10x

Azul de Bromofenol 0,1% (p/v);
Xileno cianol 0,1% (p/v);
Agua bidestilada 4,0 mL.

» Tampao de corrida para SDS-PAGE 5x , pH 9,2

Tris-Base 125 mM;
Glicina 125 mM:;
SDS 0,5%.

» Tampdao de amostra para SDS-PAGE 2x

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

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

= Acrilamida 49% / Bis-acrilamida 0.5%
Acrilamida 98 g;
Bis-acrilamida 1g;
Agua bidestilada g.s.p. 200 mL;
A solucéo foi estocada a 4°C, ao abrigo da luz.

= Tris-HCI3 M, pH 8,3
Tris-HCI 72,68 Q;



Agua Bidestilada g.s.p. 200 mL.

Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8

Tris-HCI 12,11 g;
Agua bidestilada g.s.p. 200 mL.

SDS 10%
SDS 10 g;

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL.

PSA 10%

Persulfato de amoénio 100 mg;

Agua bidestilada g.s.p. 1 mL.

Gel de empilhamento SDS-PAGE
Tris-HCI (pH 8,3)

Solugao Acrilamida/Bis-acrilamida
PSA 10%

TEMED

Agua bidestilada

Gel de separacdo SDS-PAGE
Tris-HCI (pH 8,3)

Solucéo Acrilamida/Bis-acrilamida
Glicerol

PSA 10%

TEMED

Agua bidestilada

Solugéo corante para Gel SDS-PAGE

Metanol
Acido acético
Coomassie Brilliant Blue (R-250)

3,75 mL;
1,50 mL;
140 pL;
10 pL;
10,41mL.

13,35 mL;
13,25 mL;
7,48 mL;
140 pL;

7 UL,
5,90 mL.

40% (viv);
10% (v/v);
1% (p/v).
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Solucéo descorante para Gel SDS-PAGE

Metanol

Acido acético

40% (viv);
10% (v/v).

SOLUCOES PARA ELISA, DOT BLOT E WESTERN BLOT

Corante Ponceau 10x
Ponceau S

Acido tricloracético
Acido sulfosalicilico

Agua bidestilada q.s.p.

Tampao de transferéncia
Tris-Base

Glicina

Metanol

SDS

29;

30 g;
30g0;
100 mL.

48 mM;

39 mM,;

20% (viv);
0,037% (p/v).

SOLUCOES PARA PURIFICACAO DE PROTEINA EM HPLC

Tampao Fosfato 8x, pH 7,4

NaHPO,.2H,0
NaH,P0O4.H,O

NacCl

Agua bidestilada g.s.p.

1.42 qg;
11g;
23,38 g;
100 mL.

A solucéo foi filtrada com filtro Millipore de 0,22 pum.

Tampao Imidazol 2M , pH 7,4

Imidazol

Agua bidestilada q.s.p.

13,63 g;
100 mL.

A solucéo foi filtrada com filtro Millipore de 0,22 pum.
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= Tampao de ligagao
Tampao Fosfato 8x 30 mL (20 mM);
Tampéao Imidazol 2M 1,2 mL (10 mM);
Agua bidestilada g.s.p. 240 mL.

= Tampao de eluigao
Tampéao Fosfato 8x 10 mL (20 mM);
Tampéao Imidazol 2M 20 mL (500 mM);
Agua bidestilada q.s.p. 80 mL.

SOLUCOES PARA PREPARACAO DE DNA PLASMIDIAL

= GET
Glicose 20% 0,92% (p/v);
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 10 mM;
Tris-HCI 1M 26 mM.

» Acetato de potassio 3M
Acido acético glacial 60 mL;
KOAc 5M (filtrado) 11,5 mL;
Agua bidestilada 28,5 mL.



LISTA DE OLIGONUCLEOTIDEOS

CSVCHo-F (sense)
5" GGT CAG TCC TCT AGA TCT TCC GCC GTG ACG TTG GAC GAG 3’

CSCG-B (antisense)
5’ CTG GCC GGC CTG GCC ACT AGT GGA GGA GAC GAT GACTTC GGTCC 3’

CSCVK (sense)
5 GTG GCC CAG GCG GCC CTG ACT CAGCCGTCCTCGGTGTC ¥

CKJo-B (antisense)
5 GGA AGA TCT AGA GGA CTG ACC TAG GACGGT CAGG 3’

CSC-F (sense)
5 GAG GAG GAG GAG GAG GAG GTG GCC CAG GCG GCC CTG ACT CAG 3’

CSC-B (antisense)
5 GAG GAG GAG GAG GAG GAG GAG CTG GCC GGC CTG GCC ACT AGT GGA GG 3’

Oligonucleotideos utilizados na amplificacéo das ca deias leve (VL) e pesada
(VH) e nas reacdes de sintese do scFv  (Adaptado de Andris-Widhopf, J. et al.,
2000).
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