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Construcao de uma biblioteca de fragmentos de anticorpos monoclonais de galinhas
com cadeia Unica (scFv) por phage display com reatividade cruzada para estirpes
heterdlogas do virus da bronquite infecciosa aviaria
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RESUMO

Anticorpos monoclonais constituem a base de
varios testes usados na deteccéo e na identificacdo de antigenos.
Nesse contexto, tais imuno-reagentes tém sido extensivamente
empregados na identificagdo de estirpes virais envolvidas na
etiologia de surtos de bronquite infecciosa a campo, permitindo
o aperfeicoamento das técnicas de detec¢do e caracterizacao
antigénica do virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBI).
No presente estudo, uma biblioteca de fragmentos de anticorpos
de galinha originalmente preparada por phage display contra
a estirpe vacinal (H120) do VBI foi usada para a selecdo de
fragmentos de anticorpos recombinantes com reatividade
cruzada para as estirpes heterélogas IBVPRO1 e IBVPROS5,
isoladas de surtos a campo no Brasil e a estirpe SE-17, isolada
nos Estados Unidos. Apos trés ciclos de panning, foi
identificado, pelo ELISA, um conjunto de 15 anticorpos scFv
expressos em fagos e com reatividade cruzada para essas
mesmas estirpes do VBI. A analise por Western-blotting revelou
que dois desses clones apresentavam fagos expressando
fragmentos de anticorpos monoclonais com reatividade cruzada
para a nucleoproteina N das trés estirpes do VBI e também
para a forma recombinante dessa nucleoproteina derivada da
estirpe M41. Concluindo, os fragmentos de anticorpos
monoclonais recombinantes scFv-N produzidos em fagos
interagem com um epitopo mais conservado da proteina N do
VBI e apresentam um grande potencial para utilizacdo na
deteccdo e no diagnostico direto desse virus.

Palavras-chave: virus da bronquite infecciosa, anticorpo
monoclonal, nucleoproteina, estirpes de
campo, scFv.

ABSTRACT

Monoclonal antibodies are the basis of various techniques used
for antigen detection or characterization, and their use is
specially recommended for the identification of viral strains
involved in the etiology of infectious bronchitis outbreaks. These
antibodies are homogeneous, highly specific and fully
characterizable, allowing the improvement of immunological
techniques detection and antigenic characterization of avian
infectious bronchitis virus strains (IBV). A phage display library
was used, which was prepared previously against the IBV
vaccine strain (H120) for the selection of new scFv antibody
fragments specific for heterologous IBV strains isolated from
outbreaks in Brazil (IBVPRO1, IBVPRO5) and USA (SE-17).
After three cycles of panning, a set of 15 scFv antibodies were
expressed in phages and cross-reacted in ELISA with these
three viral strains. Western-blotting analysis showed that two of
the clones were expressing scFv specific for the nucleoprotein
of these IBV strains, as well as to the recombinant form of this
protein derived from M41. In conclusion, the recombinant
fragments of monoclonal antibodies expressed in phage have
a great potential for future use in immunodiagnostic techniques
and to study the evolution of infectious bronchitis virus.

Key words: infectious bronchitis virus, monoclonal antibody,
nucleoprotein, field strains, scFv.

INTRODUCAO

A bronquite infecciosa ¢ uma enfermidade
aguda e altamente infecciosa do trato respiratorio
superior de galinhas. Essa enfermidade tem distribui¢cdo
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mundial e se configura em um dos maiores problemas
sanitarios e econdmicos para a avicultura (CAVANAGH
& GELB, 2008). O virus da bronquite infecciosa (VBI) é
o agente etiologico da doenga ¢ pertence a ordem
Nidovirales, a familia Coronaviridae e ao género
Coronavirus do grupo 3, o qual inclui apenas
coronavirus aviarios. Esse virus possui envelope
lipoproteico e genoma constituido por uma fita de RNA
simples, ndo segmentada, com sentido positivo. Sdo
codificadas quatro proteinas estruturais: a
glicoproteina de espicula (S), a glicoproteina de
membrana (M), a pequena proteina de membrana (E) e
aproteina de nucleocapsideo (N) (CAVANAGH, 2007,
DIFABIO & ROSSINI, 2000).

Diversas alteragdes podem ocorrer na
composi¢do, na estrutura e nas propriedades
antigénicas dessas proteinas, em decorréncia de
fenémenos de mutagéo e recombinacéo que conferem
elevada variabilidade genética e antigénica ao VBI. A
consequéncia disso € o isolamento continuo de estirpes
variantes, que causam a quebra da imunidade conferida
pelas estirpes vacinais e dificultam o diagnostico
(CAVANAGH, 2007).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais
fornece uma ferramenta de grande relevancia na
detecgdo e caracterizagdo antigénica do VBI. Ha ainda
algumas técnicas como a reagdo de imunoflorescéncia
e ELISA, em que o uso de anticorpos monoclonais
para antigenos especificos desse virus, como a
nucleoproteina N, facilita e garante a rapidez na
deteccgdo desse patdogeno viral em amostras teciduais
de aves suspeitas de infecgdo (DE WIT, 2000).

A produg@o de anticorpos monoclonais tem
sido feita predominantemente por meio da técnica de
hibridoma, que apresenta desvantagens, como a facil
contaminag¢ao do cultivo celular e consequente perda
do hibridoma, além do sacrificio de camundongos
(MILSTEIN, 1986). Uma alternativa para essas
dificuldades é a tecnologia de phage display, que
conduz a criag@o de uma biblioteca de apresentagdo de
fragmentos de anticorpos monoclonais (scFv)
fusionados a proteinas de bacteriéfagos, ¢ esta ¢é
selecionada para o antigeno desejado (DAVIES, et al.,
1995; AZZAZY & HIGHSMITH, 2002).

As aves apresentam vantagens na producdo
de anticorpos monoclonais pela técnica de phage
display, pois, em seu repertorio génico, para a producdo
de imunoglobulinas, existe apenas um gene VH e um
gene VL funcionais, assim apenas um par de iniciadores
¢ necessario para a amplificagdo de cada uma dessas
regides génicas (ANDRIS-WIDHOPF, 2000). Nesse
sentido, verifica-se que poucos estudos foram
realizados para o desenvolvimento de anticorpos

monoclonais recombinantes produzidos em galinhas
contra patdogenos aviarios. Na verdade, encontram-se
apenas os trabalhos de SAPATS et al. (2003, 2006), nos
quais foram obtidos fragmentos de anticorpos
monoclonais contra estirpes classicas ¢ muito
virulentas do virus da doenga de Gumboro, ¢ os
estudos de CAETANO (2009) e CAETANO etal. (2009),
nos quais foram preparados anticorpos monoclonais
recombinantes contra antigenos da estirpe vacinal H120
do VBI por phage display.

No presente estudo, foi utilizada uma
biblioteca de fragmentos de anticorpos monoclonais
anteriormente preparada por phage display
(CAETANQO, et al., 2009) para a selegdo de fragmentos
de anticorpos monoclonais recombinantes com
reatividade cruzada para as estirpes IBVPRO1, IBVPROS
e SE-17, heterdlogas a estirpe vacinal, tendo sido
obtidos e caracterizados fragmentos de anticorpos
monoclonais expressos em fagos com reatividade
cruzada para epitopos conservados da proteina N
dessas estirpes do VBL.

MATERIAL E METODOS

As trés diferentes estirpes do VBI (IBVPRO1,
IBVPROS5 e SE-17) foram multiplicadas na cavidade
alantoide de ovos embrionados, livres de patdogenos
especificos (SPF) por inoculagio (GELB &
JACKWOOD, 1998) e posteriormente purificadas por
ultra centrifugagdo em gradientes continuos e
descontinuos de sacarose (CARDOSO, et al., 1996).

A biblioteca de fragmentos de anticorpos
scFv previamente preparada com a estirpe H120 de
referéncia vacinal do VBI (CAETANO, et al., 2009) foi
recuperada por meio do crescimento das células
transformantes até a fase exponencial, em que foram
infectadas com o fago auxiliar M13K07 (GE Healthcare)
numa multiplicidade de infecg@o (moi) de 5:1, sendo
seguidas as recomendagdes de SAPATS et al. (2003)
para a cultura e para o panning e tendo sido usada
uma mistura da suspensdo purificada das trés estirpes
do VBI(IBVPRO1, IBVPROS e SE-17), na concentragdo
de aproximadamente 4ug mL"! de proteinas virais, como
antigenos de fase solida.

A avaliag@o da biblioteca de fragmentos de
anticorpos scFv expressos em fagos foi realizada
primeiramente por meio do método indireto de ELISA,
tendo sido seguido o protocolo descrito por CARDOSO
et al. (1996). Em sintese, uma mistura das suspensoes
purificadas do conjunto das trés estirpes do VBI
(IBVPRO1,IBVPRO5 e SE-17) a4ug mL"' foi usada para
adsorgdo na superficie de microplacas (Costar,
Corning). As demais etapas foram realizadas em
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conformidade com o protocolo descrito por CARDOSO
et al. (1996), com exce¢do de que foram usados dois
anticorpos reveladores, o primeiro constituido pelos
anticorpos policlonais de coelho contra o fago M13
(GE Healthcare), e o segundo o conjugado
imunoenzimatico constituido por anticorpos de cabra
contra IgG de coelho, com a enzima peroxidase (Sigma-
Aldrich). No final, a reagao foi bloqueada com HCI 2N,
e realizou-se a leitura das absorbéancias a 490nm.
Segundo o médulo de expressdo Recombinant Phage
Antibody System (GE Healthcare), eram considerados
positivos os valores de D.O. acima de 0,2. Como
controle positivo, foram usados anticorpos policlonais
dos soros de galinhas hiperimunizadas com essas
estirpes virais e, como controle negativo, um conjunto
de amostras de soro de aves SPF, mantidas em
isoladores.

Os anticorpos monoclonais scFv
selecionados previamente no ELISA para reagir contra
as proteinas virais das trés estirpes do VBI (IBVPROI1,
IBVPROS e SE-17) foram analisados pela técnica de
Western-blotting, conforme os procedimentos gerais
descritos por SAPATS et al. (2003, 2006). Foi feita
também uma analise complementar, pelo Western-
blotting, das proteinas presentes na suspensao
concentrada das trés estirpes do VBI usadas na selegdo
dos scFvs, e a proteina N recombinante da estirpe M41
do VBI que foi expressa em E. coli (GIBERTONI, et al.,
2009), para melhor avaliar o fragmento scFv que
apresentou maior reatividade no ELISA (clone C5P1)
como anticorpo primario. Os procedimentos desse
ensaio seguiram o mesmo protocolo descrito
anteriormente.

As sequéncias nucleotidicas do clone C5P1
foram determinadas a partir dos oligonucleotideos
iniciadores D-sense e D-antisense descritos no manual
do fagomidio pCANTABSE (GE Healthcare). O
protocolo da reacdo de sequenciamento foi realizado
de acordo com o descrito pelo fabricante do Kit Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Perkin-Elmer Applied Biosystems), sendo conduzido
em sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer
(Applied Biosystems). A montagem final das
sequéncias de nucleotideos, a tradugdo para a
sequéncia de aminoacidos e os alinhamentos multiplos
iniciais foram feitos pelo programa Bioedit v.7.0.5. As
sequéncias finais de nucleotideos ¢ de aminoacidos
foram entdo submetidas ao BLASTN, a fim de definir
os alinhamentos de maior significancia para posterior
alinhamento final pelo programa CLUSTALW.

RESULTADOS

Apods trés ciclos de panning contra as trés
estirpes de campo do VBI-IBVPRO1, IBVPRO5 e SE-17,

foi obtida uma biblioteca de 10° clones, tendo sido
separados 5x10%clones para serem testados no ELISA.
Quinze desses clones expressando scFv em fagos
apresentaram reatividades >0,2, com os antigenos
presentes na suspensdo purificada das estirpes
IBVPRO1, IBVPRO5 ¢ SE-17 (Figura 1).

Os trés fragmentos de anticorpos scFv que
revelaram as maiores reatividades no ELISA (C5P1,
C1P2 e F10P2) foram submetidos ao ensaio de Western
blotting para avaliacdo da especificidade frente as
proteinas estruturais do VBI. Destes, apenas dois
(derivados dos clones C5P1 e C1P2) apresentaram
reatividade para a proteina de nucleocapsideo (N) do
VBI (Figura 2), e o terceiro clone ndo demonstrou, nesse
ensaio, reatividade para nenhuma das proteinas do VBI,
provavelmente em razdo de sua reatividade
comparativamente menor no ELISA (Figura 1).

O clone C5P1, por apresentar maior
reatividade no ELISA e no Western blotting contra a
proteina N do VBI, foi selecionado para avaliagdo
complementar de sua especificidade. Foram detectadas
reatividades de intensidade moderada a forte, com
relacdo as preparagdes de nucleoproteinas das estirpes
heterologas IBVPRO1, IBVPROS e SE-17 e também com
a proteina N recombinante da estirpe M41 do VBI
produzida em E. coli (GIBERTONI, et al., 2009),
confirmando a especificidade antigénica desse
fragmento de anticorpo recombinante para um epitopo
linear e conservado da proteina N do VBI (Figura 3). A
estirpe M41 pertence ao mesmo sorotipo da estirpe
H120, o qual difere das estirpes heterdlogas (IBVPROI,
IBVPROS5 e SE-17) que foram usadas para o panning e
a selecdo inicial da biblioteca que deu origem a esse
anticorpo recombinante.

A analise das sequéncias deduzidas de
aminoacidos do gene codificador do fragmento scFv
aqui produzido revelou maior similaridade na analise
pelo BLAST com a sequéncia de aminoacidos de um
fragmento de anticorpo scFv obtido por SAPATS et al.
(2003) contra o virus da doenga de Gumboro. Ficou
evidente que as principais trocas de aminoacidos se
concentram nas regides CDRs de VH e de VL, atingindo
com menor frequéncia as regides framework (FR), em
razdo da entrada de pseudogenes nessas regides, o
que confere a variabilidade entre as moléculas de
anticorpos de diferentes especificidades em aves
(Figura 4).

DISCUSSAO

Neste estudo, uma biblioteca de fragmentos
de anticorpos monoclonais, que foi originalmente
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Figura 1 - Atividade ligante dos clones expressando fragmentos de anticorpos monoclonais recombinantes
em fagos no teste indireto de ELISA, com a suspensdo antigénica purificada composta pela
mistura das estirpes IBVPRO1, IBVPRO5 e SE-17.
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preparada a partir de células do bago de aves
hiperimunizadas contra a estirpe de referéncia vacinal

H120 do VBI, foi utilizada para selecionar anticorpos
com reatividade cruzada para trés estirpes variantes
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Figura 2 - Resultados do Western blotting para a caracterizagdo imunoquimica de cada um dos fragmentos
de anticorpos monoclonais recombinantes expressos, respectivamente, pelos clones C5P1,
C1P2 e F10P2. Reatividade com controles positivos de anticorpos policlonais do soro de
galinhas hiperimunizadas com a mistura dessas estirpes do VBI (S+) e do soro controle
negativo obtido de aves SPF (S-). As setas indicam a banda da nucleoproteina N da suspensdo

(M) Padrdo de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas).
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estirpes virais (IBVPRO1, IBVPRO5 e SE-17). Canaleta
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Figura 3 - Membrana de Western blotting mostrando a caracterizagdo imunoquimica do fragmento de
anticorpo monoclonal recombinante produzido pelo clone C5P1. Canaletas (1) Padrdo de
peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas), (2) mistura
da suspensdo viral purificada das estirpes IBVPRO1, IBVPROS e SE-17, (3) proteina N
recombinante da estirpe M41 do VBI, (4) suspensdes virais purificadas separadamente da

estirpe IBVPROS, (5) IBVPRO1, (6) SE-17 e (7) suspensdo de LCA colhido de ovos SPF.
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heterdlogas do VBI, sendo duas delas isoladas de
surtos a campo no Brasil (IBVPRO1 e IBVPROY), e outra
isolada dos Estados Unidos (SE-17).

E interessante destacar que os fragmentos
de anticorpos monoclonais recombinantes obtidos
neste estudo demonstraram a capacidade de reagir com
a nucleoproteina de trés diferentes estirpes do VBI.
Resultado similar foi atingido em outro conjunto de
fragmentos de anticorpos monoclonais obtidos a partir
da construgdo da biblioteca originalmente preparada
contra a estirpe H120 do VBI (CAETANO, 2009;
CAETANO, etal., 2009).

Apesar disso, ndo foi possivel caracterizar
ainda para qual sitio ou epitopo da proteina N eles
estdo direcionados, apenas se supde que nao se tratam
dos mesmos epitopos-alvo dos fragmentos produzidos
por CAETANO et al. (2009), ja que a analise de
alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos
dos genes desses anticorpos recombinantes revelou
grandes diferengas entre cada um deles. Em relacdo a
isso, sabe-se que os epitopos imunodominantes da
nucleoproteina N do VBI estdo agrupados em trés
regides principais compreendidas entre os residuos de
aminoacidos 1250, 175a240¢310a409, (SEAH, etal.,
2000), podendo-se supor que uma delas contenha o
epitopo-alvo do fragmento scFv produzido neste
estudo.

Ademais, a proteina N esta, na particula do
VBI, intimamente relacionada com o RNA gendmico e
apresenta uma estrutura altamente conservada, com
cerca de 94 a 99% de identidade entre as varias estirpes

do VBI(CAVANAGH, 2007). Foi demonstrado ainda que
esta € uma proteina altamente imunogénica, sendo, por
conseguinte, capaz de induzir a produgdo de anticorpos
contra antigenos mais conservados do grupo do VBI e,
ainda, de linfocitos T efetores especificos, sobretudo
com agdo citotoxica (WILLIAMS, etal, 1992; SEO, et al.
1997, SEAH, et al., 2000).

Dessa forma, a proteina N do VBI ¢ os
anticorpos a ela dirigidos reinem um numero
significativo de atributos para se constituirem em
imuno-reagentes de eleigdo para a deteccdo desse virus
ou de anticorpos antivirais especificos. Portanto, a
utilizagdo de anticorpos monoclonais contra essa
proteina viral é de grande valor para a detecgdo direta
do VBI em amostras teciduais suspeitas de infecgéo,
por meio de técnicas de imunofluorescéncia,
imunoperoxidase ou de ELISA (DE WIT, 2000;
NDIFUNA, etal., 1998).

A construgdo de bibliotecas de fragmentos
de anticorpos scFv recombinantes com reatividade
cruzada para estirpes heterdlogas a estirpe de referéncia
vacinal H120 do VBI, pela técnica de phage display,
oferece um método alternativo e eficaz na produgdo de
fragmentos de anticorpos monoclonais recombinantes
contra esse virus, que podem ser muito uteis para o
desenvolvimento de métodos mais rapidos de
diagnostico laboratorial do VBI, bem como em estudos
relacionados a persisténcia ou ndo de epitopos mais
conservados desse virus durante o seu processo de
evolucdo, como este aqui encontrado para a
nucleoproteina N.
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Figura 4 - Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos das regides variaveis das cadeias pesada (VH) e leve (VL) do gene scFv
do clone C5P1 frente a sequéncia de referéncia CRAB35 (SAPATS, et al., 2006) e do clone scFv-N (CAETANO, et al.,
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