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SELECAO DE ANTICORPOS REATIVOS A ANTIGENOS DE Ralstonia solanacearum
A PARTIR DE UMA BIBLIOTECA DE ANTICORPOS RECOMBINAN TES

Bruno Duarte Bertuloso®, Andréia Barcelos Passos Lima?, Patricia Tieme Fujimura?,

Carlos Ueira Vieira®, Guilherme Rocha Lino de Souza'
Unlver5|dade Federal do Espirito Santo/Departamento de Producgédo Vegetal, CCA-UFES.
“Universidade Federal de Uberlandia/Instituto de Genética e Bioquimica, INGEB-UFU.
brunoduartebio@hotmail.com

Resumo- A murcha bacteriana causada pela bactéria Ralstonia solanacearum é considerada uma das
principais doencas do eucalipto devido aos danos causados a planta, a caracteristica sistémica da infeccao,
0 vasto numero de hospedeiro e aos ineficientes métodos de controle atualmente utilizados. O uso de
anticorpos recombinantes reativos as proteinas do patégeno é uma alternativa inovadora aos métodos
atualmente utilizados. Nesse projeto foi utilizada uma biblioteca de fragmentos anticorpos Fab expressos
em bacteriéfagos filamentosos para sele¢do de anticorpos reativos a antigenos totais de R.solanacearum.
Trés ciclos de selecao foram feitos para captura dos clones Fab com afinidade aos antigenos bacterianos.
O enriquecimento dos clones foi observado pela titulacdo dos fagos recombinantes sob um aumento da
estringéncia das reacdes durante os ciclos de selecdo. Uma quantidade de 2,9 x10’ ufc/uL foi atingida,
demonstrando uma crescente especificidade dos anticorpos recombinantes expressos no bacteriofago
contra a bactéria alvo. Os fragmentos génicos referentes aos fragmentos Fab dos clones reativos seréo

seqlienciados e as seqiiéncias submetidas a bancos de dados para caracteriza¢éo dos clones.

Palavras-chave: Anticorpos recombinantes, eucalipto, murcha bacteriana.
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Introducéo

As imunoglobulinas sdo amplamente utilizadas
como proteinas de fusdo a fagos filamentosos,
mas a utilizagdo da molécula inteira €
praticamente impossivel pelo tamanho de seu
arcabouco. Moléculas menores como  0s
fragmentos ligantes de antigenos (Fab) sao
perfeitamente aceitas como proteinas de fusédo a
fagos filamentosos. N6s optamos neste trabalho
por utlizar Fab pela maior estabilidade da
molécula durante os processos de selecao
(BARBAS et al., 2001).

Os anticorpos obtidos in vivo por processos de
imunizacdo podem agora pela técnica do phage
display, utilizando bibliotecas de anticorpos, serem
selecionados in vitro pela afinidade ao ligante.
Varios trabalhos ja foram relatados, demonstrando
a eficiéncia de expressdo de anticorpos e controle
de doencas em plantas (ORECCHIA et al., 2008;
SALDARELLI et al., 2005; CHEN et al., 2007).

A necessidade de descobertas de novas
metodologias para controle da bactéria Ralstonia
solanacearum, patégeno responsavel pela doenca
da murcha bacteriana do eucalipto e a importancia
econdmica dessa cultura foi a motivacdo para a
realizacdo desse trabalho, uma tentativa de
auxiliar os métodos ndo muito eficientes hoje
utilizados (HAYWARD, 2000; GENIN &
BOUCHER, 2002).

Este trabalho tem como objetivo a selecédo de
anticorpos recombinantes reativos a antigenos
totais de superficie da bactéria Ralstonia

solanacearum causadora da murcha bacteriana do
eucalipto, a partir de uma biblioteca de anticorpos
(Fab) apresentados na superficie de fagos
filamentosos

Metodologia

Foi utilizada uma biblioteca de anticorpos Fab,
construida a partir da amplificacdo de fragmentos
génicos das cadeias leve (VLCL) e pesada
(VHCH1) de anticorpos humanos construida por
afinidade a proteinas de tecidos tumorais (cancer
de mama) e fusionadas a proteina Ill da capa
protéica de bacteriéfagos filamentosos, utilizando
o vetor pComb3XSS (BARBAS et al., 2001).

O cassete de expressao possui também um
epitopo de hemaglutinina (HA), o que favorece a
avaliagdo da expressao da proteina recombinante
em solugdo observada por imunoensaios
utilizando um anticorpo monoclonal anti-HA. Para
facilitar a purificacdo do fragmento Fab em
solucao, este vetor possui uma seqiiéncia de seis
histidinas (HIS Tag) fusionada ao anticorpo
recombinante, possibilitando sua purificacdo por
meio de coluna de Niquel (BARBOSA, 2004)
(Figura 1). A biblioteca foi amplificada e sua
complexidade estimada, por titulacdo dos fagos.
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Figura 1- Mapa do cassete de expressdo do
plasmidio pComb3x apbs a clonagem do Fab. O
vetor possui internamente apdés o gene do
anticorpo, regido com seis histidinas (H6) para
purificacdo em coluna de niquel ou para a
deteccdo com Ab monoclonal anti-His Tag e uma
regiao contendo residuos de hemaglobina (HA)
gue possibilitam a deteccdo do Fab com a
utilizacdo de um anticorpo anti-hemaglutinina e o
codon ambar (TAG) que permite a producédo do
anticorpo livre da proteina Il do bacteriéfago, na
forma solavel em algumas linhagem bacterianas
Nao supressoras.

A bactéria foi cultivada em meio de cultivo de
Kado & Hesket (1970) e mantida a 28C, no escuro
até a identificacdo de coldnias de aspecto liso, fluido
caracteristicas de Ralstonia solanacearum.

Foi preparada uma suspencdo bacteriana em
solugdo de cloreto de sodio 0.85% ajustada ao
espectrofotdmetro para uma ODssg, igual a 1,0. A
suspensao de bactérias foi inativada a 58T
durante 1h.

A biblioteca de anticorpos foi incubada com
100uL da suspensédo de bactérias em solucdo a
4T sob leve agitacdo para selecdo, por afinidade
dos anticorpos imunoreativos.

Lavagens sucessivas do material com TBS 1X
Tween 20 0,05% seguido de centrifugacdo em
centrifuga refrigerada (4C) a 3000g por 5 min
foram feitas para eliminacdo dos fagos néo
ligantes. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (complexo bactéria-anticorpo
recombinante) recuperado e ressuspendido em
100uL de PBS/BSA 1%. Os fagos eluidos foram
amplificados pela infeccdo em E. coli cepa XL1-
Blue.

Amplifcacdo: Os fagos reativos foram
amplificados pela infeccdo de uma cultura de XL1-
Blue crescida em 50 mL de meio SB (extrato de
levedura 2%, triptona 3% e NaCl 1%)
suplementado com glicose 2% e 25 pyL de
tetraciclina (20 mg/mL). Ap6s 30 min foram
adicionados 10 pL de carbenicilina (100mg/mL) e
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a cultura incubada por 1h, 37T a 250rpm.
Posteriormente 150 mL de meio SB suplementado
com 25 pL carbenicilina (100mg/mL), 75 pL de
tetraciclina (20 mg/ng e uma solucao contendo
aproximadamente 10" ufc/mL de fago auxiliar
VCSM13 (Stratagene).

O objetivo da infeccdo por um fago auxiliar é o
fornecimento de todas as proteinas para a
montagem da particula viral inteira, 0 que nao é
conseguido apenas pelo plasmidio pComb3X
presente na biblioteca Fab recombinante. Apos 2h
de incubacédo com fago auxiliar, foram adicionados
280 pL de Kanamicina (50 mg/mL) e a solucéo foi
incubada a 37T durante toda a noite a 250rpm.

Os fagos recombinantes foram precipitados
com PEG/NaCl e recuperados por centrifugacéo a
15000g 15min 4. Os fagos foram ressupendidos
em 2mL de PBS/BSA 1%.

Trés ciclos de lavagens, eluicdo e infeccdo dos
bacteri6fagos recombinantes garantem um
enriquecimento de clones especificos (fagos com
anticorpos recombinantes, avaliados por titulagdo
dos fagos eluidos (Figura 2).
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Figura 2- Selecdo de fagos expressando Fab. A
triagem dos fagos foi realizada em trés ciclos de
selecdo contra antigenos em solucdo. A cada ciclo
os ligantes especificos foram selecionados e re-
amplificados.

Titulagdo: para cada ciclo foram feitas duas
titulagbes. Uma com fagos eluidos nao
amplificados reativos ao alvo e outra com fagos
reativos amplificados usados como entrada no
comeco de cada ciclo. Foi feita uma diluicdo serial
de 10 vezes com os fagos diluidos em meio LB
liqguido. Aos tubos com a diluicho foram
adicionados 200 pL de E.coli XL1-Blue (ODssonm
igual a 1,0) e inoculados em meio LB Agar
suplementado com 25 pL de carbenicilina
(100mg/mL) a 37C durante 20h. O titulo foi
calculado pela multiplicagdo do numero de
colénias observadas pelo fator de diluicdo em
cada placa.
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Resultados

A amplificagéo da biblioteca de anticorpos
Fab humana foi eficiente com um rendimento de
aproximadamente 3,5 x10™* ufc/pL. Esse resultado
garantiu uma quantidade ideal para a selecdo de
clones especificos reativos aos antigenos totais de
Ralstonia solanacearum (Figura 3)

Figura 3- Titulacdo dos fagos da biblioteca Fab
amplificada com os respectivos fatores de diluicdo
(A)10°, (B)10’, (C)10°, (D)10°. Coldnias brancas
representam a infecgéo de E. coli F' com fagos em
meio seletivo com carbenicilina.

A afinidade e enriquecimento dos clones
imunoreativos foram feitos por meio de trés ciclos
de selegcdo sobre uma suspensado de bactérias
Ralstonia solanacearum inativada. Isto permitiu o
reconhecimento dos antigenos pelos anticorpos
imunoreativos e sua posterior amplificacdo pela
infeccdo em E. coli. Foi observado durante os
ciclos de selecdo um aumento da quantidade e
especificidade dos clones as proteinas alvo, pois
mesmo aumentando a estringéncia e a quantidade
de lavagens em cada ciclo, ocorreu um
enriquecimento dos clones, observados pela
titulacdo dos fagos eluidos apés a incubacdo com
a bactéria (Tabela 1).

Tabela 1- Selecéo por trés ciclos, de fragmentos
Fab contra antigenos totais R. solanacearum
demonstrando titulos de entrada e saida e as
condicbes de estringéncia e quantidades de
lavagens em cada ciclo.

Ciclos Entrada Saidas TBS Tween
(Rounds) ufc/uL ufc/uL 20
0,05%
1° 3,5x10" 2,0 x10* 4x
20 4,6 x10*° 6,0 x10* 7X
30 2,3x10"° 2,9x10’ 10X
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A Figura 4 mostra a titulacdo dos fagos
eluidos é ndo amplificados do 3° ciclo de selegéo.
Observa-se uma diminuicdo da quantidade de
fagos quando se titula o eluato apés a incubacao
com a bactéria fitopatogénica. Isso se da pela
eliminacdo dos clones nao reativos da biblioteca
original amplificada. Este procedimento garante o
aumento da afinidade e especificidade dos
anticorpos recombinantes contra os antigenos alvo
a cada ciclo de selecéo.

Figura 4- Titulacdo dos fagos do 3° ciclo de
selecdo com os respectivos fatores de diluicdo
(A)10*, (B)10°, (C)10°. Coldnias brancas
representam a infecgéo de E. coli F' com fagos em
meio seletivo com carbenicilina.

Discussao

Um titulo alto conseguido pela amplificacdo de
uma biblioteca de anticorpos Fab reflete, na
maioria das vezes, em uma maior diversidade de
clones sugerindo uma grande variabilidade das
regibes determinantes de complementaridade
(CDR) responsaveis pelo reconhecimento do
antigeno pelo anticorpo.

A utilizacdo de condicdes de estringéncia
crescentes com a utilizacdo do detergente Tween
20 e o aumento das quantidades de lavagens
favorece a eliminacdo de clones (fagos
expressando anticorpos recombinantes) com baixa
afinidade ao alvo.

Os clones com alta afinidade permanecem
ligados ao alvo e séo eluidos pela presenca da
bactéria E.coli, pois bacteriéfagos sao parasitas
obrigatérios de bactérias e conseqgientemente
preferem estas células ao alvo inativado.

O aumento do titulo dos clones ndo amplificado
(titulo de saida) durante e no final dos trés ciclos
de selecdo sugere uma selecdo dos anticorpos
direcionada aos antigenos de superficie da
bactéria Ralstonia solanacearum, pois a incubacao
dos clones foi realizada com o patégeno em
solucdo salina, o que favorece a manutencéo das
caracteristicas da célula.
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O objetivo e a metodologia adotada neste
trabalho visa aplicacbes futura dos anticorpos
recombinantes selecionados e caracterizados,
podendo ser utilizados em imunoensaios para
diagnosticos de cepas especificas do patégeno e
sua utilizacdo para transformacéo e expressdo em
tecidos vegetais auxiliando o controle da doenca.

Concluséao

A metodologia utilizada neste trabalho
revelou ser eficiente no reconhecimento e selecao
de fragmentos de anticorpos recombinantes
reativos a Ralstonia solanacearum.

Os titulos de saida do eluato néo
amplificado comparados ao titulo de entrada em
cada ciclo demostraram uma selecéo por afinidade
ao alvo em solucao.
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