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RESUMO

OTACILIO, H. S. Producdo de clones secretores de anticorpos monoclonais para
rotavirus. 2011. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A vacina pentavalente de rotavirus desenvolvida no Instituto Butantan ¢ constituida de cepas
vacinais reassortants G1, G2, G3, G4 e (G9 obtidas de um rearranjo genético entre cepas
humanas de rotavirus do grupo A do sorotipo G (D, DS-1, P, ST-3 ¢ AU32) e a cepa bovina
UK-Bovine. As cepas reassortants possuem 11 segmentos génicos, dos quais dez sdo
provenientes da cepa animal e apenas um segmento da cepa humana, sendo que este ultimo
codifica para a glicoproteina VP7. Esta glicoproteina possui determinantes antigénicos em
nove regides variaveis que permitem diferenciar os sorotipos, e é fortemente indutora de
anticorpos neutralizantes. Assim, para determinar a poténcia da vacina pentavalente de
rotavirus é necessario a utilizagdo de anticorpos especificos altamente reativos para cada cepa,
e com baixa ou nenhuma reatividade para outras cepas presentes na vacina. Neste estudo, com
a cepa reassortant de rotavirus IB-BRV-4-G4 foi produzida uma suspensao viral em células
Vero, que apds duas purificagdes por cromatografia de troca idnica, foi utilizada na
imunizacdo de camundongos Balb/c. Esta suspensdo viral, apos a purificacdo, foi submetida a
diversas provas de controle de qualidade para assegurar a integridade e eficiéncia das
particulas virais. Os camundongos Balb/c foram submetidos a dois esquemas de imunizagao,
um que utilizou somente o antigeno de rotavirus IB-BRV-4-G4 purificado (Esquemal) e
outro com o antigeno formulado com adjuvante (Esquema 2). Células do bago dos animais
imunizados foram fusionadas com células SP2/O para a obtencao de hibridomas secretores de
anticorpos. A reatividade desses anticorpos ao sorotipo de G4 de rotavirus foi testada por
ELISA e os hibridomas positivos foram submetidos a duas clonagens sucessivas. Os
anticorpos produzidos por estes clones foram entdo isotipados por ELISA, e caracterizados
quanto a especificidade por Dot e Western Blotting. Trés clones secretores de anticorpos
monoclonais da classe IgM foram obtidos da fusdo realizada com células esplénicas dos
animais imunizados sem adjuvante (Esquemal). Com as células dos animais imunizados com
antigeno e adjuvante (Esquema 2) foram obtidos 3 clones secretores de anticorpos
monoclonais (AcMo), dois da classe IgA e um da subclasse IgGl. Destes ultimos, dois
anticorpos monoclonais (IgA) reconheceram somente epitopos conformacionais, pois foram
reativos somente ao sorotipo G4 de rotavirus por Dot-blot em condi¢des ndo redutoras ou
desnaturantes. Entretanto, o AcMo secretado pelo clone 3 (IgG1) reconheceu um epitopo
linear, pois foi reativo a proteinas virais também por Western Blotting, em uma regido de
perfil eletroforético coincidente com a glicoproteina VP7 de rotavirus. A andlise dos
resultados indica que os anticorpos monoclonais obtidos na fusdo com células de animais
imunizados com antigeno e adjuvante foram especificos para o sorotipo G4, sendo o AcMo
IgG1 um forte candidato a ser utilizado nos testes de poténcia da vacina pentavalente de
rotavirus do Instituto Butantan.

Palavras-chave: Cepa G4 reassortant de rotavirus. Camundogos Balb/c. Anticorpos
monoclonais. Vacina pentavalente de rotavirus.



ABSTRACT

OTACILIO, H. S. Production of monoclonal antibodies for rotavirus. 2011. 94 p. Masters
thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2011.

Pentavalent rotavirus vaccine developed at Instituto Butantan is formulated with five
serotypes of rotavirus (G1, G2, G3, G4 and G9) obtained of reassortants between human
rotavirus of the group A and G serotypes (D, DS-1, P, ST-3 and AU32) and a strain from
bovine (UK-Bovine). These serotypes have 11 gene segments from bovine strain and one
from the human. This human gene segment encodes the VP7 glycoprotein responsible for the
serotype definition and induction of neutralizing antibodies. Thus, to determine the potency of
pentavalent rotavirus vaccine it is necessary to use specific antibodies with a high reactivity
for each serotype presented in this product. In this study it was produced a viral suspension in
Vero Cells using the IB-BRV-4-G4 reassortant rotavirus strain. This rotavirus suspension
was purified twice by ion exchange chromatography and after it was submitted to quality
control tests to determine the integrity and efficiency of the viral particles, it was used to
immunize Balb/c mice. Two schedules of immunization were used in the animals, one with
IB-BRV-4-G4 purified antigen (E1) and other with purified rotavirus antigen and adjuvant
(E2). Spleen cells from immunized mice were used in the fusion with SP2/O to obtain
hybridomas producer of monoclonal antibodies. The reactivity of these antibodies to G4
serotype of rotavirus was tested by ELISA and hybridomas producers were submitted to two
successive cloning. The antibodies produced by these clones were characterized by Dot and
Western blotting test and the isotypes determined by ELISA. Three clone producers of
monoclonal antibodies of [gM class were obtained of cells from mice immunized only with
rotavirus antigen (E1). However, when the spleens cells from animals immunized with
rotavirus antigen and adjuvant (E2) were used in the fusion with SP2/O cells it was obtained
three clones, two producers the IgA class and one the IgG1 subclass of immunoglobulin. The
IgA clones recognized the conformational epitopes because they were reactive to G4 serotype
rotavirus antigen only in the Dot-blot test in non-reducing or denaturation conditions. The
IgGlclone recognized a linear epitope because it was also reactive to viral proteins in a region
of electrophoresis profile in the Western blotting test that coincided with the glycoprotein
VP7 of rotavirus. The analysis of these results indicate that the IgGlclone obtained from
spleens cells of mice that received rotavirus antigen and adjuvant produced monoclonal
antibodies specific to G4 serotype of rotavirus. It is a high candidate to be a monoclonal for
use in the potency test of pentavalent vaccine.

Keywords: G4 reassortant rotavirus strain. Monoclonal antibodies. Balb/c mice. Pentavalent
rotavirus vaccine.



21

1 INTRODUCAO
1.1  Rotavirus
1.1.1 Importancia no contexto nacional e internacional

Estudos de microscopia eletronica, realizados no inicio da década de 70,
demonstraram a presenca de um tipo viral como causador de doenca diarreica em criangas €
adultos (KAPIKIAN et al., 1972). A partir dai, os rotavirus passaram a ser considerados como
os principais agentes causadores de diarreia grave em criangas de até cinco anos (MIDTHUN
¢ KAPIKIAN, 1996).

Os rotavirus sdo os principais agentes causadores de gastroenterites diarreicas
principalmente em criangas com até 5 anos de idade, embora seja bastante comum a
ocorréncia de infecgdes em adultos humanos e animais. Dentre os rotavirus, assume
importancia os causadores de diarreia em criancas, bezerros da Nebraska e filhotes de
camundongos e o virus SA11 de macacos (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Em paises desenvolvidos, os rotavirus tém sido responsaveis por aproximadamente
52% dos casos de internacao hospitalar de criangas com diarreia aguda. Nos EUA, estima-se
que 2.7 milhdes de criangas/ano sejam acometidos por diarreias provocadas por rotavirus,
levando a um total de 50.000 casos de internacdo hospitalar e a aproximadamente 20 mortes
por ano, o que gera um custo anual de 1 bilhdo de dodlares com esta doenca. Em paises em
desenvolvimento, os rotavirus sdo responsaveis por aproximadamente 650.000-800.000
mortes/ano de criangas menores que 5 anos (HOSHINO et al., 2003).

Um estudo publicado em 2009 pela Organizagdo Mundial de Saude mostra que entre
2001 e 2008 os rotavirus foram responsaveis por aproximadamente 40% das internagdes
hospitalares causadas por diarreia em criangas menores que 5 anos em todo o mundo. Esse
estudo ainda relata um total de 527.000 mortes/ano de criangas nesta faixa etaria durante esse
periodo, em sua grande maioria em paises de baixa renda da Africa e Asia (CENTERS FOR
DISEASES CONTROL AND PREVENTION, 2009).

No Brasil, diante da grande importancia das doengas diarreicas agudas, o Ministério da
Saude criou em 1994 um programa de Monitoramento para estas doengas, o Programa de
Monitoramento das Doencas Diarreicas Agudas — MDDA. Dados do MDDA mostram que em
2004 ocorreram 2.395.495 casos de diarreia em todo o pais, sendo que 321.141 foram na

regido norte, 955.055 no nordeste, 212.321 no sul, 279.770 no centro-oeste e 586.171 casos
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na regido sudeste. O estudo ainda relata a ocorréncia de 33.533 6bitos de criangas menores de
5 anos, vitimas de diarreias agudas entre 1996 e 2003 (BRASIL, 2008).

Um estudo realizado pela OMS entre 2000 e 2003, com dados estimativos da causa
morte de criangas menores que cinco anos em todo o mundo, mostra a importancia das
doengas diarreicas, principalmente aquelas causadas por rotavirus, que estd envolvido em
40% dessas gastroenterites em criancas menores de dois anos (BRYCE et al., 2005).

Estudos estimativos (Figuras 1 e 2) sobre os agentes causadores de diarreia com
internagdo hospitalar em paises desenvolvidos e em desenvolvimento apontam o rotavirus

como o principal agente etiologico dessa doenca (BRYCE et al., 2005).
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Figura 1 - Dados estimativos da OMS referentes a causas de 10,6 milhdes de mortes por ano de criangas
menores de 5 anos (média 2000-2003)
Fonte: Bryce et al., 2005.
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Figura 2 - Principais agentes causadores de diarreia no mundo.
Fonte: Bryce et al., 2005.

1.1.2  Epidemiologia

As rotaviroses possuem um grande significado de mortalidade e morbidade para seres
humanos. O género Rotavirus compreende sete grupos (A-G), sendo o grupo A o responsavel
por aproximadamente 95% das infecgdes por rotavirus. Os sorotipos G1, G2, G3 e G4 tém
distribuicio mundial, G9 é encontrado na india, Australia, Américas (Brasil em 1999 e 2002)
e os sorotipos G8 ¢ G5 tem alta prevaléncia na Africa e América do Sul, respectivamente
(CDC, 2010). Dentre estes, o sorotipo Gl ¢ o de maior incidéncia em todo o mundo
(Figura 3), conforme demonstra um estudo realizado com a coleta e sorotipagem de amostras

de rotavirus humanos entre os anos de 1973 ¢ 2003 (SANTOS e HOSHINO, 2005).
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Figura 3 - Distribui¢do mundial dos sorotipos G de rotavirus
Fonte: Santos e Hoshino, 2005.

1.1.3 Classificagdo, estrutura gendmica ¢ morfologia estrutural

Membro da familia Reoviridade, o género Rotavirus possui sete grupos (A-G)
determinados por epitopos antigé€nicos presentes na proteina VP6. Dentre os sete grupos, o
grupo A ¢ o de maior importancia por ser o principal agente causador de diarreia neonatal em
seres humanos e em algumas espécies animais (SANTOS e GOUVEIA, 1997).

O grupo A de rotavirus possui 14 sorotipos e 23 genoétipos classificados em funcao da
proteina P (assim denominados em fun¢do da sensibilidade de VP4 a protedlise) e 14sorotipos
e gendtipos G (assim denominados em fun¢do de VP7, que ¢ uma glicoproteina).

Dentre os sorotipos/gendtipos G, destacam-se 10 deles (G1, G2, G3, G4, G5, G6, GS,
G9, G10, G11 e G12) com grande importancia epidemioldgica para seres humanos, e dentre
os sorotipos/genotipos P, destaca-se o gendtipo P[4] e P[8] predominante em seres humanos
Os gendtipos P[6] é responsavel por um terco das diarreias na Africa (KAPIKIAN e
CHANOK, 1996).

Os rotavirus possuem um RNA de fita dupla segmentado em 11 partes, que codifica
para seis proteinas ndo estruturais (NPS1-NPS6) e seis proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3,
VP4, VP6 e VP7), dentre as quais a VP6 ¢ a mais abundante e define o grupo antigénico de

rotavirus (Figuras 4 e 5). As proteinas VP4 e VP7 estdo localizadas no capsideo externo,
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transportam importantes epitopos indutores de anticorpos neutralizantes e sdo muito
importantes para o desenvolvimento de vacinas (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). O
capsideo externo ¢ formado por 780 copias da glicoproteina VP7 e 120 copias de VP4 que se
organizam em 260 trimeros e 60 espiculas virais, respectivamente (JAYARAM; ESTES;
PRASSA, 2004). Estas duas glicoproteinas estdo intimamente ligadas ao processo de
replicagdo viral (Tabela 1), pois executam importantes fungdes para a penetracao do virus na

célula do hospedeiro (KAPIKIAN e CHANOK, 1996).
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Figura 4 - Estrutura de um rotavirus.
Fonte: CDC, 2010.
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Figura 5 - Estrutura gendmica do rotavirus e suas respectivas proteinas estruturais e ndo estruturais.

Fonte: Mossel, Estes e Ramig, 2003.



Tabela 1 — Segmentos gendmicos de rotavirus e suas respectivas proteinas estruturais e

nao estruturais e fungoes

Segmento Proteina/PM Funciao
Genomico
1 VP1 (125 kDa) Polimerase. Constltulqte da transcriptase e da
replicase
Fixa os acidos nucleicos do nucleocapsideo.
2 VP2 (94 kDa) Constituinte da transcriptase e da replicase
3 VP3 (88 kDa) Constituinte da trgpscrlptase e da replicase.
Guanilil transferase
4 VP4 (88 kDa) Hemaglutinina. Antigeno de Neutralizacao.
5 NSP1 (53kDa) Fixa o zinco e acidos nucleicos
6 VP6 (41 kDa) Antigeno de grupo e subgrupo.
7 NSP3 (34 kDa)  Fixa as extremidades 3’dos RNA mensageiros
8 NSP2 (35 kDa) Fixa os 4cidos nucléicos
9 VP7 (37 kDa) Antigeno de neutralizagdo
10 NSP4 (28 kDa) Receptor d’as particulas no.retlc.ulo
endoplasmatico. Enterotoxina viral.
11 NSpP6e
NSP5(26 kDa)

VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7: Proteinas estruturais

NSP1-NSP6: Proteinas ndo estruturais.

Fonte: Kapikian e Chanock, 1996 e Estes, 2001.

1.1.4 Fisiopatologia, sinais clinicos, diagnostico e profilaxia

26

A via de contaminagao ¢ a oral-fecal, com aparecimento dos sintomas 48 horas apos a

infeccdo. Os rotavirus tém forte tropismo por células do intestino delgado, onde provoca

descamagdo com consequente perda ou diminuicdo da capacidade absortiva (SANTOS e

GOUVEIA, 1997). Apb6s a contaminagdo, o virus se multiplica nas células do intestino

delgado, liberando uma potente enterotoxina (NSP4), com consequente morte celular e

descamacdo que comprometem a absorcdo de sddio e glicose gerando um desequilibrio

osmotico na luz intestinal do individuo culminando com uma severa diarreia.

A sintomatologia inclui diarreia, febre, nauseas e dor abdominal com desfecho de

pronunciada desidratacdo que, se nao assistida a nivel hospitalar pode levar o paciente a obito.
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Estao disponiveis varias ferramentas de diagnostico, a microscopia eletronica foi pioneira,
seguida de técnicas imunolédgicas (ELISA, imunofluorescéncia, APL) até as praticas atuais de
PCR, eletroforese e hibridizagdo de RNA viral (OLIVEIRA e LINHARES, 1999).

A profilaxia esta concentrada na utiliza¢do de programas adequados de vacinacdo com

imunodgenos adequados (OLIVEIRA e LINHARES, 1999).

1.1.5 Resposta imune aos rotavirus

Os rotavirus produzem uma resposta imune tipica, com produ¢ao de inicial de IgM
especifica, seguida de secrecdo de anticorpos da classe IgG e IgA. Embora ainda existam
questoes a serem respondidas ou entendidas sobre a verdadeira amplitude das linhas de defesa
na resolugdo do processo infeccioso e prote¢do do individuo contra infecgdes por rotavirus, a
IgA tem um papel importante na reducdo da incidéncia e na gravidade das infecc¢des
(DAVIDSON; HOGG; KIRUBAKARON, 1983). Neste caso, ndo so pela acdo da IgA na luz
intestinal, mas principalmente pela agdo desta no meio intracelular, durante o processo de
transcitose da IgA (BURNS et al., 1996).

Virios estudos tém mostrado que embora a IgA desempenhe um papel importante na
prote¢ao do individuo, ela ndo o faz isoladamente. Estudos associativos nao tém encontrado
relagdo entre altos titulos de anticorpos presente nas fezes e protecdo dos individuos apos
imunizac¢ao oral com rotavirus, o que demonstra a participagdo de outros mecanismos no
processo de protecdo (WARD e BERNSTEIN, 1995; WARD et. al., 1997; WARD, 2003). A
imunidade celular também demonstra exercer um papel importante no processo de prote¢ao
do individuo nas infecgdes por rotavirus. Ensaios imunoproliferativos conduzidos com células
T do sangue de individuos expostos a rotavirus t€m demonstrado uma correlagdo positiva com
a quantidade de células de memoéria LT CD4+ encontradas (OFFIT et al., 1992). Estudos com
camundongos BALB/c expostos a rotavirus t€ém demonstrado o papel essencial de células T
CD4+ na resolugdo do processo infeccioso, muito provavelmente devido a estimulagdo dessa
células sobre células B produtoras de anticorpos (MCNEAL; RAE; WARD, 1997)

Ainda relata-se a deteccdo altos niveis de interferon gama secretado por células T
CD4+ e T CD8+ de individuos expostos a rotavirus quando comparados com populagao
controle ndo exposta. Apds aproximadamente 32 dias do inicio da doenga, estes niveis de
interferon gama caem para niveis ndo detectaveis, o que sugere que a populacdo de linfocitos
T CD4+ e T CD8+ ndo estdo mais detectaveis no sangue de individuos ap6s o transcurso da

infeccdo (JAIMES et al., 2002). Neste momento, cogita-se uma possivel agdo efetora das
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células natural-killer na resolucao final do processo infeccioso, uma vez que elas tém sido
encontradas exercendo papel protetor em outras infecgdes virais (MCNEAL et al., 1995).

Em relagdo a imunidade naturalmente adquirida alguns estudos apontam para a
necessidade de apenas uma exposi¢do neonatal, em geral assintomatica, para conferir protecao
contra diarreias graves, enquanto outros estudos apontam para necessidade de duas a trés
exposi¢cdes para que o individuo esteja protegido contra formas severas de diarreias

(OLIVEIRA e LINHARES, 1999).

1.1.6 Cepas de rotavirus reassortants de interesse no desenvolvimento de anticorpos

monoclonais

O desenvolvimento de vacinas humanas para rotavirus foi um grande desafio devido
ao fato de que as cepas virais isoladas de humanos apresentavam um baixo rendimento viral
quando multiplicadas em cultura de células nos processos de producdo de antigeno vacinal. A
consequéncia disso ¢ a elevacdo do custo das vacinas (GLASS et al., 2006).

O conhecimento de que cepas animais apresentam satisfatorio crescimento em cultura
de células foi a base para as proximas tentativas de desenvolvimento cepas vacinais de
rotavirus (GLASS et al., 20006).

Assim, pesquisadores do National Institutes of Heath (NIH) dos Estados Unidos,
comegaram a trabalhar no desenvolvimento de cepas vacinais de rotavirus utilizando a técnica
de rearranjo genético (reassortant) entre cepas de rotavirus provenientes de humanos e
animais tais como bovinos e macacos (MIDTHUN et al., 1985). As cepas humanas de
rotavirus selecionadas para a construg¢do dos rotavirus ressortant sao do Grupo A e sorotipo
G, levando-se em consideracdo a distribuicdo mundial destes sorotipos (KAPIKIAM et al.,
2005).

Para a construcdo das cepas vacinais de rotavirus reassortant foram utilizadas as
cepas de rotavirus humano D (sorotipo -1), DS-1 (sorotipo 2), P (sorotipo 3), ST3 (sorotipo
4), 1290 (sorotipo 8) e AU32 (sorotipo 9) e a cepa animal UK- Bovine, resultando
respectivamente nas cepas reassortants de rotavirus G1, G2, G3, G4, G8 e G9 (Figura 6).
Estas preservam apenas um gene de rotavirus humano que codifica para a glicoproteina VP7 e
dez genes originarios da cepa bovina (HOSHINO et al., 2003; MIDTHUN et al., 1985, 1986).

As cepas assim construidas estdo sendo utilizadas em projetos internacionais de producao de
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vacinas para rotavirus inclusive na produ¢do da vacina pentavalente de rotavirus do Instituto
Butantan.

Para tanto e mais detalhadamente, culturas de células AGMK (African green monkey
kidney) foram coinfectadas com cepas de um tipo selvagem de rotavirus animal a cepa UK-
Bovine, e cepas de rotavirus humano D (sorotipo 1), DS-1 (sorotipo 2), P (sorotipo 3), cepa
ST3 (sorotipo 4), cepa 1290 (sorotipo 8) e cepa AU32 (sorotipo 9), em meio Eagle Essencial
Minimo e incubadas a 37 °C por 36 horas. O rotavirus reassortant desejado foi selecionado
expondo-se a progénie das culturas coinfectadas a anticorpos monoclonais e antissoros com
capacidade neutralizar especificamente a cepa UK- Bovine e cepas reassortant com VP7 de
rotavirus bovino. Este antissoro ainda possui uma importante caracteristica para a selecdo de
cepas reassortants, embora ele neutralize VP7 de origem bovina, ndo neutraliza VP3
(MIDTHUN et al., 1985). Assim, ap0s a coinfec¢do em cultura de células, a progénie viral de
rotavirus reassortant foi incubada com o antissoro e anticorpos monoclonais descritos
anteriormente, ¢ em seguida inoculadas novamente em uma monocamada de células AGMK
durante 4 a 5 dias de incubagdo a 37 °C. Este processo foi repetido mais duas vezes, com o
intuito de purificar a progénie viral reassortant. Apds a ultima inoculacdo, o sorotipo foi
determinado por PRNA (Plagque Reduction Neutralization Assay) e confirmado por
genotipagem conforme demonstrado nas figuras 7 e 8§ (MIDTHUN et al., 1985).

Segundo Hoshino, 2003 o grande objetivo de construir estas amostras reassortant ¢
reunir a atenuagdo implicita nos genes da cepa animal, no caso, dez seguimentos génicos, com
o estimulo a producdo de anticorpos neutralizantes provocados pela glicoproteina VP7 das
cepas humanas. Assim estas cepas reassortant possuem 10 segmentos génicos de cepas de
rotavirus animal e apenas um de cepas de rotavirus humano (Figura 6). Portanto, a Unica
diferenca estrutural existente entre as cepas reassortant G1, G2, G3, G4, G8 e G9 sdo regides

especificas da glicoprotéina VP7 do capsideo viral (HOSHINO et al., 2003).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo da construgdo das cepas reassortants G1, G2, G3, G4, G8 ¢ G9. Apenas o
segmento génico que codifica para glicoproteina VP7 ¢ transferido para as cepas humanas de
rotavirus para cepa bovina.

Fonte: Kapikiann et al., 2005.
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Figura 7 - Analise do gendtipo da cepa G3 reassortant (cepas UK-bovine x cepa P humana de rotavirus) feita
por RNA — hibridizagdo. Quando a sonda para cepa bovina ¢ utilizada para cepa humana nao ha
hibridizagdo (P), esta mesma sonda revela todos os 11 segmentos génicos da cepa UK-bovine ¢ 10
segmentos da cepa P x UK- Bovine. A sonda para cepa humana identifica os 11 segmentos génicos da
cepa P, porém apenas 1 segmento da cepa P x UK- Bovine.

Fonte: Adaptado de Midthun et al., 1986.
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Figura 8 - Genotipagem da cepa G4 de rotavirus reassortant (cepas UK-bovine x cepa ST-3 humana de
rotavirus) feita por RNA — hibridizagdo. Quando a sonda para cepa humana de rotavirus ST3 ¢
utilizada para cepa bovina (UK-bovine) ndao ha identificacdo de nenhum segmento génico (UK-
bovine), esta mesma sonda revela todos os 11 segmentos génicos da cepa humana ST3. Quando a
sonda ST3 x UK reassortant é utilizada nas cepas ST3, UK-bovine ¢ na ST3 x UK reassortant
identifica apenas 1 segmento da primeira, 10 segmentos da segunda e todos os 11 segmentos
génicos da terceira cepa.

Fonte: Adaptado de Midthun et al., 1986.

1.1.7 Estudo génico e estrutural da glicoproteina VP7 das amostras reassortants de rotavirus

Gl1,G2,G3,G4 e G9

No inicio da década de 80 estudos com cepas de rotavirus demonstraram que a
expressdo segregada de um gene (7, 8 ou 9 dependendo da cepa) para uma glicoproteina do
capsideo viral denominada VP7 resulta em fenotipo de neutralizagdo soro-especifica
(GREENBERG et al., 1983; KALICA et al., 1981).

Diante dessa descoberta, varios estudos sobre expressdo génica e sequenciamento da
glicoproteina VP7 foram conduzidos com o intuito de identificar propriedades funcionais e
estruturais que permitissem identificar os varios sorotipos de rotavirus, com destaque para o
os sorotipos humanos (GLASS et al., 1985).

Estudos comparativos analisando a sequéncia de aminoacidos da glicoproteina VP7 de
rotavirus humano e bovino mostraram a existéncia de regides divergentes nesta sequéncia e
sugerem que estas regides seriam sitios antigénicos (GLASS et al., 1985; GORZIGLIA et al.,
1986; MASSON et al., 1985). Glass et al. (1985), ainda propdem que estas regides soro-
especificas, denominadas A, B, C, D, F, E ¢ F, estdo compreendidas entre os aminoacidos 30-
50, 87-101, 120-130, 143-152, 208-221 e 233-242 respectivamente. Estas mesmas seis

regides estdo correlacionadas com as encontradas por Green et al. (1987), ao comparar
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sequéncias de aminoacidos de VP7 de rotavirus humano, sorotipos 1, 2, 3 ¢ 4, deduzidas apos
sequenciamento (Figura 9). Esta comparacao ainda revela que estas regides possuem um alto
grau de homologia dentro de um mesmo sorotipo (entre 91-99%), que as diferencas
especificas entre os sorotipos de rotavirus podem ser resultado de sequéncias divergentes em
discretas regides do gene que codifica a VP7, e que estas regides sdo altamente conservadas
dentro do mesmo sorotipo. Neste estudo a cepa D mostra uma homologia de 95 a 100% com
cepas do mesmo sorotipo 1. Porém, quando comparada com cepas de outros sorotipos revela
menores graus de homologia. Percebe-se que esta cepa possui 75% de homologia com cepa
DS1 (sorotipo 2), 83% com a cepa P (sorotipo 3) e 77% com a cepa ST3 (sorotipo 4)
(GREEN et al., 1987). Além disso, os sitios de glicosilacdo da glicoproteina VP7 possuem
pontos comuns e divergentes entre sorotipos, observa-se que o sitio de glicosilacdo nos
residuos 69-71 é comum para todas as cepas, enquanto que o sitio nos residuos 146 e 148 esta
presente apenas em cepas do sorotipo 2 ¢ o sitio nos residuos 238-240 estd presente no
sorotipo 1 e 2, e nas cepas P e ST3 (Figura 10) (GREEN et al., 1987).

Trés dessas divergentes regides correspondem as trés regides (aminoacidos 87-96-
VRS, 145-150-VR6 e 211-223-VR8) identificadas por Dyall-Smith et al., 1986, como
potenciais epitopos de neutralizacdo, determinados por estudos com mutantes de SA-11
resistentes a neutralizagdo por anticorpos monoclonais. Este estudo ainda ressalta que dentre
as trés regides, a regido de aminoacidos 211-223 ¢ a mais importante na determinacdo do
sorotipo e que existe forte indicacdo de dobra tridimensional aproximando a primeira regido
(aminoacidos 87-96) com a terceira (aminoacidos 211-223).

Em outro estudo feito por Green et al., 1989, o sequenciamento do gene que codifica
VP7 de cepas de rotavirus humano, sorotipos 9 e 8, e a deduzida sequéncia de aminoacidos de
VP7 destas cepas W161 e F45 (sorotipo 9) e a cepa 69M (sorotipo 8), quando comparados
com cepas dos sorotipos 1, 2, 3 e 4 de rotavirus humano revela a existéncia de mais trés
regides divergentes entre estes sorotipos. Estas regides foram denominadas VR1, VR2, VR3,
VR4, VRS, VR6, VR7, VR8 ¢ VR9, sendo que seis destas regides estdo correlacionadas com
as anteriormente determinadas, bem como seus pontos de glicosilagao (figura 11). Este estudo
ainda estabelece a porcentagem de aminoécidos e os nucleotideos do gene de VP7 (entre os
nucleotideos 49-1026) idénticos entre cepas de rotavirus dos sorotipos humanos 1, 2, 3,4, 8 ¢
9, bem como das cepas de origem animal (Tabela 2) (GREEN et al., 1989).

Estes resultados vao de encontro ao estudo de Nishikawa et al., 1989, que ao

mapearem sitios antigénicos de VP7 do sorotipo 3 de cepas humanas e animais de rotavirus
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encontram regides divergentes correlacionadas e ainda observa-se um alto grau de
similaridade nas sequéncias de aminoacidos de VP7 de cepas da mesma espécie animal
quando comparadas com cepas que acometem outras espécies animais, 0 que sugere um
carater espécie especifico da sequéncia de aminodcidos da glicoproteina VP7.

Os varios estudos analisando a sequéncia génica da glicoproteina VP7 e a
correspondente sequéncia de aminoacidos, bem como o mapeamento de sitios antigénicos
desta glicoproteina permitem concluir que € possivel determinar o sorotipo de rotavirus
através do sequenciamento do gene de VP7. Esses estudos demonstraram que dois sitios
antigénicos desta glicoproteina compreendidos entre os aminoacidos 87-101 e 208-221
possuem residuos nas posi¢des 94, 96 e 211 altamente conservados dentro do mesmo sorotipo
e divergente entre os sorotipos, conforme mostra figura 12 (GREEN et al., 1988). Porém,
estudos posteriores com virus submetidos a mutagdes controladas mostram que as regides
variaveis compreendidas entre os aminoacidos 87 a 100, 209 a 223 e 235 a 242 sdo monotipo
especificas, sorotipo especificas ou de neutraliza¢do cruzada entre os sorotipos, ou seja, estas
regides permitem distinguir virus do mesmo e de diferentes sorotipos e pode proporcionar
reacdes cruzadas entre os sorotipos (HOSHINO et al., 1994).

Estudos especificos com amostras do sorotipo 4 de rotavirus mostram que
substitui¢des de aminoacidos nos sitios antigénicos das regides entre os aminoacidos 87 a
100, 142 a 152, 208 a 221 e 235 a 245 permitem distinguir os subtipos ou monotipos a ¢ b,
sendo a primeira regido a mais importante nesta determinacdo, o que provavelmente coloca
esta regido como sendo a mais importante na distin¢cdo deste sorotipo (COULSON et al.,
1996).

Os varios estudos realizados até o momento mostram que os sorotipos de rotavirus
podem ser distinguidos por variacdes na seqiiéncia de aminoacidos em regides antigénicas da
glicoproteina VP7, e que nestas mesmas regides podem ocorrer reagdes cruzadas entre os
sorotipos quando submetidos a estudos com anticorpos ou soro imunes especificos
(HOSHINO et al., 1994). Isso dificulta bastante a produ¢ao de um anticorpo monoclonal para
um sorotipo especifico de rotavirus que ndo reaja com os outros sorotipos. Para os rotavirus
reassortant esse grau de dificuldade aumenta ainda mais, pois as estrutura destes virus ¢
diferente somente para glicoproteina VP7, todo o restante da estrutura viral é idéntica, pois

possuem 10 genes da cepa UK- bovine e apenas 1 gene do sorotipo humano.
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Figura 9 - Comparagao entre as 6 regides com sequéncias de aminoacidos divergentes entre 17 cepas humanas ¢
animais de rotavirus. Todas as cepas foram comparadas tendo com base a cepa D (sorotipol). Apenas
os aminoacidos divergentes foram mostrados.
Fonte: Adaptado de Green et al., 1987
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Figura 10 - Comparagao entre as sequéncias de aminoacidos de VP7 de 13 cepas de rotavirus dos sorotipos 1, 2,
3 e 4. A sequéncia de aminoacidos de cada cepa foi comparada somente com cepas presentes no
seu sorotipo. Cisteinas ('V), prolinas (m) e regides hidrofilicas (~~) s@o conservadas em todas as
cepas. Sitios de glicosilacdo sdo mostrados em retdngulos e as sequéncias de aminoacidos
divergentes A, B. C, D, E e F (intervalos de aminoacidos 39-50, 8§7-101, 120-130, 143-152, 208-
221 e 233-242 respectivamente) sdo mostradas em escuro.
Fonte: Adaptado de Green et al., 1987
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Figura 11- Comparagdo da sequéncia de aminoacidos da VP7 de oito diferentes sorotipos de rotavirus. Todas as
cepas foram comparadas com a cepa W161 (sorotipo 9) e apenas os aminoacidos que diferem de uma
cepa para outra sdo mostrados. As regides variaveis sdo designadas como VR-1, VR-2, VR-3, VR4,
VR-5, VR-6, VR-7, VR-8 e VR-9 correspondem respectivamente as sequéncias de aminoacidos 9-20,
25-32, 37-32, 37-53, 65-76, 87-100, 119-132, 141-150, 208-224 ¢ 235-242. Cisteinas (V) e prolinas
(m) sdo conservadas em todas as cepas. Potenciais sitios de N- glicosilagdo sdo mostrados em
retangulos.

Fonte: Adaptado de Green et al., 1989
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Definicdo do sorotipo de rotavirus através de residuos de aminoacidos presentes nas regides
varidveis compreendidas entre os aminoacidos 87-101 e 208-221. Estes residuos de aminoacidos
sdo altamente conservados entre cepas do mesmo sorotipo, porém divergentes quando analisados
entre cepas de diferentes sorotipos.
Fonte: Green et al., 1988
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Tabela 2 - Nucleotideos e aminoacidos idénticos da VP7 de oito diferentes sorotipos de rotavirus

Sorotipo D DS-1 P ST3 Wi61 F45 69M OSsuU NCDV
D 1 o 74/73.5°  82.8/75/3 76.6/76.0 80.0/74.4 79.4/74.1 75.7/71.2 78.2/75.6 80.9/72.4
DS-1 2 74.8/73.9 71.7/70.3 76.9/73.5 76.3/73.2 75.4/73.0 73.9/71.8 74.8/71.7
P 3 . 76.0/74.8 85.5/79.1 85.2/78.7 83.4/75.2 84.9/77.6 83.4/76.2
ST3 4 o 79.7/76.0 79.1/75.3 74.5/70.9 75.4/75.3 76.6/73.6
Wie6l 9 _ 98.4/98.9 82.5/74.9 82.2/71.9 82.8/75.7
F45 9 . 81.2/74.9 81.5/77.9 82.2/75.7
69M 8 - 81.2/74.5 81.9/74.5
OSU 5 . 81.2/74.7
NCDV 6

* Porcentagem de aminoacidos de idénticos/porcentagem de nucleotideos idénticos de VP7 (nucleotideos 49-
1026)
Fonte: Adaptado de Green et al., 1989

1.1.8 Breve histérico de vacinas para rotavirus e a inser¢ao do Brasil e do Instituto Butantan

nesse contexto

O desenvolvimento de vacinas para rotavirus comec¢ou no final da década de 70 com
os primeiros testes de vacinas realizadas no inicio da década de 80 (BLOOM e LAMBERT,
2002; VESIKARI et al., 1983). A primeira candidata a vacina foi a RIT, produzida uma cepa
derivada de rotavirus bovino, RIT 4237. Embora ndo tenham tido éxito, os resultados obtidos
por eles mostraram quatro principios basicos da vacinagao, por via oral, com rotavirus vivo
atenuado, que possibilitaram um grande avango nas pesquisas desta drea: as vacinas com virus
vivo atenuado podem ser altamente eficientes na prote¢do contra diarreias severas provocadas
por rotavirus; a protecao com este tipo de vacina ¢ maior para cepas mais severas do que para
cepas moderadas; imunizacdes com cepas animais podem proteger individuos contra
infeccoes com cepas humanas e respostas imunoldgicas pobres ndo foram eficientes na
protecdo contra esta doenga em criangas. Como os ensaios clinicos realizados com esta vacina
ndo apresentaram resultados consistentes, os trabalhos com o seu desenvolvimento ndo foram
adiante (GLASS et al., 2006).

A partir dai foram desenvolvidas vacinas utilizando-se cepas de rotavirus humano
rearranjadas com cepas de rotavirus animal, chamadas cepas reassortants. A cepa bovina
WC3, ¢ a primeira representante dessa nova tecnologia, porém, tal como a RIT4237,
apresentou resultados inconsistentes nos testes realizados (BLOOM e LAMBERT, 2002;
MIDTHUN e KAPIKIAN, 1996).

Somente em 1998, apods 15 anos de estudos, surgiu a primeira vacina de rotavirus a ser

comercializada. A Rotashield (Wyeth-Lederle, Pearl River, NY, EUA - A Tetravalent Rhesus
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Rotavirus Vaccine), ¢ uma vacina tetravalente produzida com cepas rearranjadas de rotavirus
humano e de macaco Rhesus, desenvolvida pelo Dr. Kapikian e sua equipe no National
Institutes of Health (NIH) nos EUA e aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA).
Essa vacina foi testada nos EUA, na Finlandia ¢ Venezuela, mostrando-se, inicialmente,
segura e conferindo excelente protecdo em criangas. Em junho de 1999, foram reportados
casos de intussuscep¢do intestinal em criangas, nas primeiras duas semanas apos a
administracao dessa vacina. Em funcao disso, a Rotashield foi retirada do mercado, embora o
processo de intussuscepcao associado a utilizagdo desta vacina ainda nao tenha sido muito
bem elucidado (GLASS et al., 20006).

Atualmente existem no mercado as seguintes vacinas para rotavirus: a Rotarix
(Produzida pelo GlaxoSmithkline ), a Lanzhou lamb vaccine (produzida no Lanzhou Institute
for Biological Products in China) e a Rota Teq (Produzida pelo laboratorio Merk). A Rotarix
¢ uma vacina monovalente composta de uma cepa atenuada de virus humano (89-12PIA[8]
G1), foi licenciada, inicialmente, em 2004 no México e Republica Dominicana, em 2006 nos
EUA, Unido Européia e em mais de trinta paises, inclusive no Brasil. Esta vacina ¢ aplicada
por via oral em um esquema de duas doses (a primeira entre 6 ¢ 14 semanas de idade ¢ a
segunda quatro semanas depois). A Rota Teq ¢ uma vacina pentavalente, licenciada nos EUA,
produzida a partir de cepas rearranjadas de rotavirus humano e bovino (WC3 P7[5], G6) de
baixa multiplicagao intestinal, sendo administrada em trés doses orais (a primeira entre 6 e 12
semanas de idade e a segunda e terceira com intervalos de 4 a 10 semanas). E a unica vacina
para rotavirus recomendada nos EUA. A Lanzhou lamb vaccine ¢ uma vacina monovalente
desenvolvida pelo Lanzhou Institute of Biological na China a partir de uma cepa de rotavirus
(P[12], G10) de cordeiro e licenciada na China em 2001 (GLASS et al., 2006).

Atualmente existem algumas vacinas para rotavirus que estdo em desenvolvimento ou
em ensaios clinicos. Dentre estas podemos citar a RV3, uma vacina monovalente que utiliza
uma cepa neonatal de rotavirus (P2A[6], G3), que esta sendo desenvolvida na Universidade
de Melbourne na Australia (BLOOM ¢ LAMBERT, 2002; GLASS et al., 2006; KAPIKIAM
et al.,, 2005) e as vacinas pentavalentes e hexavalentes que utilizam cepas origindrias de
rearranjo genético entre rotavirus bovino e humano, a “UK-reassortant strain (P7A[5], G6)”,
que foram desenvolvidas ou estdo em desenvolvimento no Brasil, India ¢ China e (CDC,
2008).

No Brasil, no Laboratorio Experimental de Rotavirus do Instituto Butantan, foi

desenvolvida uma vacina pentavalente para rotavirus. Esta vacina ¢ composta por cepas
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desenvolvidas por pesquisadores do National Institutes Health (NIH) — EUA através de um
rearranjo genético entre a cepa de rotavirus Bovino UK e as cepas de rotavirus humano D,
DS-1, P, ST-3 e AU32, estas cepas sao respectivamente denominadas G1, G2, G3, G4 ¢ G9.
Esta vacina foi submetida a ensaios clinicos de fase I e os resultados encontrados demonstram
que este produto ¢ imunogénico, indcuo e nao produz excrecao viral.

A produgdo dessa vacina no Instituto Butantan demandard uma estrutura de controle
de qualidade com testes e provas de eficiéncia, em fases do processo de produgdo e no
produto acabado. Dentre esses testes, destacam-se os testes usados para determinar a poténcia

da vacina, que para serem realizados, demandam anticorpos especificos.

1.2 Anticorpos monoclonais

Desenvolvida ha mais de trés décadas, a tecnologia do hibridoma tem como principio
a fusdo células com alta capacidade secretora de anticorpos (linfocitos) com as células de
mieloma para a obten¢do do hibridoma ou célula hibrida (KOHLER e MILSTEIN, 1975)

Desta maneira, o hibridoma ¢ uma célula capaz de produzir anticorpos especificos e se
multiplicar infinitamente, os chamados anticorpos monoclonais. Estes anticorpos sao
denominados monoclonais e sdo dirigidos contra um unico epitopo da molécula do antigeno,
dai a sua alta especificidade (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005).

Para sua producdo inocula-se uma espécie animal com um antigeno de interesse e
depois de decorrido o tempo necessario para estimular a resposta imune, coleta-se as células
do bago deste animal e promove-se a sua fusdo com células tumorais de mieloma. Esses
hibridomas sao cultivados ¢ os sobrenadantes desta cultura sdo testados para se detectar a
presenca do anticorpo para o antigeno inoculado. Ao fundir uma célula com poder de
multiplicagdo (mieloma) com uma célula com capacidade secretora de anticorpos especificos
(Linfocito B) tem-se um hibrido capaz de secretar altas concentracdes de anticorpos
especificos (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005).

Embora seres humanos sejam capazes de produzir uma gama extremamente diversa de
moléculas de anticorpos, cada linfocito B produz anticorpos especificos contra um unico
antigeno. Isto significa que os anticorpos presentes no soro sao heterogéneos ou policlonais e
desta forma dirigidos contra uma varidvel gama de antigenos e muitas vezes em
concentragdes e especificidade (antigeno-anticorpo) inferiores aquela necessaria para terapias,
testes diagndsticos seguros, dentre outras finalidades. Isto significa que mesmo preparagdes

antigénicas com altissimo grau de purificagdo, estimulam varios clones de linfocitos B a
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produzirem anticorpos contra diferentes epitopos de um mesmo antigeno, ou seja, anticorpos
policlonais (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005).

Até o momento sdo conhecidas as classes ou isotipos de anticorpos IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM. Cada uma delas com suas caracteristicas e funcionalidades especificas. Em humanos
essas moléculas de imunoglobulinas possuem cinco tipos de cadeias pesadas denominadas o
(IgA subclasses 1 e 2 ), vy (IgG subclasses de 1 a 4), u ( IgM), o (IgD) e € ( IgE) e dois tipos de
cadeias leves A (lambda) e k (Kappa). Ambos os tipos de cadeias possuem regides constantes
e variaveis (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005; MAYNARD ¢ GEORGIOU, 2000).

A IgM ¢ conhecida hd mais de um século, porém estudos recentes tém demonstrado a
participagdo desta imunoglobulina em fung¢des até entdo desconhecidas. Estudos com
camundongos deficientes para secre¢do de IgM tém demonstrado a sua participagdo na
prevencdo de doengas auto-imunes, sobrevivéncia de células B e prote¢do contra diversas
infec¢des (EHRENSTEIN e NOTLEY, 2010). E a classe de imunoglobulina mais encontrada
no meio intravascular e na superficie dos receptores de antigenos dos linfécitos B. Sdo os
primeiros anticorpos a serem produzidos, ou seja, sdo produzidas no inicio da fase aguda das
doencas que desencadeiam resposta humoral, estdo na faixa de 10% do conjunto de
imunoglobulinas e ndo atravessam a placenta. A IgM ¢ mais encontrada na forma de um
pentamero, com cadeias pesadas individuais de aproximadamente 65.000 daltons de peso
molecular e a molécula completa tem peso de 970.000 daltons. Possui 5 cadeias ligadas entre
si por pontes dissulfeto e por uma cadeia polipeptidica inferior chamada de pega J. A
literatura descreve duas subclasses de [gM que ndo sdo distintas por métodos soroldgicos e
somente por mapeamento de seus peptideos (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005). E
considerada como sendo a primeira imunoglobulina a aparecer na evolu¢ao dos vertebrados
(SAINI e KAUSHINK, 2001).

A IgA ¢ a imunoglobulina predominante em secre¢des corporais, € corresponde a
15-20% das imunoglobulinas do soro humano. Na espécie humana, mais de 80% da IgA esta
na forma monomérica. Nas secre¢des das mucosas a IgA se liga a um componente secretor
(70.000 daltons), e forma a IgA secretora, sendo esta composta por 2 unidades (dimérica)
ligadas a uma cadeia J unida na sua por¢do Fc ao componente secretor. Este componente tem
a funcao de proteger a molécula das enzimas hidroliticas (destrutivas). O principal papel da
IgA ¢ proteger o organismo da invasdo viral ou bacteriana através das mucosas (CERUTTI,

2008). Desta forma, ¢ de grande importancia nos processos infecciosos por rotavirus, bem
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como nos processos de imunizagdo, uma vez que as vacinas para rotavirus sao aplicadas por
via oral (ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005).

A IgG ¢ a principal imunoglobulina envolvida em respostas secundarias. Possui uma
estrutura monomérica com um peso molecular de cerca de 150.000 daltons e ¢ a unica
imunoglobulina capaz de atravessar a placenta, evento este relacionado a caracteristicas
quimicas dos fragmentos Fc e ndo ao peso molecular. Representa 80% das imunoglobulinas
do organismo e normalmente ¢ distribuida homogeneamente nos compartimentos
extracelulares.

A regido Fc realiza ativagdo de complemento (quando unida ao antigeno) exercendo
quimiotaxia sobre neutr6filos, aumento da resposta inflamatdria e auxilia a fagocitose por se
ligar a macrofagos. A classe IgG compreende as subclasses IgGl1, IgG2a, IgG2b, 1gG3 e
IgG4, cuja propor¢do e ocorréncia sdo controlada por fatores genéticos e espécie animal
(ABBAS; LINCHTMAN; POBER, 2005; RABBANI et al., 1997). Dentre estas, a [gG3 tem
um papel de destaque por estar envolvida em doengas auto-imunes, pois ao ativar o
complemento, hd geragdo de quimiotaxia de neutréfilos, aumento da permeabilidade vascular
e amplificagdo da resposta inflamatoria. Relatos recentes tém demonstrado a participacao da
IgG1 em reagdes alérgicas e anafilaticas por atuar na ativacao de basofilos (BORDON, 2011)

A IgD foi descrita pela primeira vez no soro de pacientes com mieloma, e até
recentemente nada ou pouco se sabia sobre suas fun¢des como anticorpo. Porém, alguns
trabalhos t€m relacionado seu papel contra nucleoproteinas e insulina de individuos normais e
diabéticos. E normalmente encontrada na superficie de muitos linfocitos, assim como a IgM,
atuando como receptor para antigeno. E expressa em baixos niveis na superficie de células B1
ativadas e em altos niveis na superficie de células B2 (BAUMGARTH, 2011). Normalmente
esta presente no soro em concentragdes muito baixas.

A IgE tem importante atividade na imunidade ativa contra endoparasitas (helmintos),
atraindo os eosindfilos (ALLEN e MAIZELS, 2011). E normalmente encontrada na
membrana de superficie de basofilos e mastocitos de todos os individuos, apresenta-se no soro
em baixas concentragdes, e ¢ associada aos diagndsticos de alergias, uma vez que
aproximadamente 50% dos pacientes com doengas alérgicas tém altos niveis de IgE. A
especifica interacdo entre o antigeno e a IgE ligada ao mastocito leva a liberacdo de
histamina, leucotrieno, proteases, fatores quimiotaxicos e citocinas. Esses mediadores podem
produzir broncoespasmo, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, contragao de

musculo liso e quimitaxia de outras células inflamatorias (eosinéfilos, por exemplo). Esta
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interagdo quando leva a produgdes exacerbadas desses mediadores pode provocar condigdes

anafilaticas (CALICH e VAZ, 1998; ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

IgG molecule

Figura 13 - Estrutura tridimensional da molécula de IgG.
Fonte: Eberly College Scince, 2011.

1.2.1 Producdo do antigeno viral

1.2.1.1 Multiplicag¢do do antigeno viral em culturas de células

Diversas técnicas podem ser usadas na preparagdo de antigenos para a imunizacdo de
animais visando a produgdo de anticorpos. No caso de muitos tipos virais, inicialmente pode-se
fazer uma multiplicagdo em cultura de células e em seguida a purificagdo deste antigeno. Varias
linhagens celulares continuas (Vero e BHK;;) ou primarias podem ser utilizadas para produgao
de antigenos virais, tais como o virus da raiva, aftosa e poliomielite.

O estabelecimento da tecnologia do cultivo de células na década de 1950 possibilitou
um grande avanco nos estudos de agentes virais, antes limitados pelo uso de espécies vivas.
Desde entdo, enormes conquistas tecnoldgicas foram alcangadas no campo de producdo de
antigenos e vacinas virais, testes de detec¢do viral em diagnosticos utilizando-se células de
origem animal. As culturas celulares foram estabelecidas em laboratorio utilizando frascos
com cultura estatica a 37 °C (MORAES; AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Nas tultimas décadas, devido aos grandes avangos da engenharia de bioprocessos, as
culturas celulares ganharam ambito industrial e tém sido bastante empregadas para producao

de diversos produtos virais em biorreatores e outras formas de cultivo que permitem trabalhar
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com elevadas concentracdes celulares (FRAZATTI-GALLINA et al., 1998, 2001; MORAES;
AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Além disso, o avango da engenharia genética nos ultimos anos possibilitou a produgao
de uma série de produtos utilizando culturas celulares para expressdo de genes exdgenos
virais, e tantos outros, tais como a produgdo para vacina de hepatite B, como a producao de
fator VIII da Bayer em cultura de células BHK,; modificadas geneticamente (MORAES;
AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Alguns aspectos da multiplicagdo dos rotavirus ainda ndo estdo muito bem elucidados.
O receptor celular para rotavirus permanece desconhecido (ESTES, 2001), embora algumas
pesquisas apontem para participacdo do acido sidlico e de algumas integrinas no processo de
entrada do virus nas células (JAYARAM; ESTES; PRASSA, 2004).

Da mesma forma, o processo de internalizacdo das particulas virais ainda ¢ bastante
discutido. A literatura cita duas vias principais para a entrada do virus nas células. Segundo
esta teoria, apos a adsorcdo através das proteinas estruturais VP4 e VP7, as particulas virais
entrariam nas células por endocitose ou por via direta (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002).

A figura 14 ilustra as principais etapas de uma infecc¢ao viral em cultura de células.

-release of new virus

aggregation of
new virus
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Figura 14 - Fases da replicagdo viral de um RNA virus.
Fonte: Russell Kightley Media, 2010.

Na multiplicagdo de um rotavirus, a clivagem proteolitica da VP4 (88 kDa), pela agao

da tripsina, resulta nos peptideos VP5 (60 kDa) e VP8(28 kDa) que continuam associados ao
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virion e aumentam a infectividade viral, uma vez que o VPS5 muito provavelmente possui
sitios para adsorc¢ao do virus a célula (KAPIKIAM e CHANOCK, 1996).

Dentre as proteinas ndo estruturais, a NSP4 merece destaque especial por participar
como receptor intracelular para particulas virais na montagem do virus (KATYAL; RANA;
SINGH, 2000; MORI et al., 2002).

Para producdo dos rotavirus reassortant dos sorotipos G1, G2, G3, G4 ¢ G9 utilizam-
se culturas de células Vero em diferentes sistemas de cultivo. A escolha do sistema de cultivo

depende da quantidade de particulas virais que se deseja obter.

1.2.1.2 Purificagdo de antigeno

A elevada gama de produtos da industria biotecnoldgica tais como acidos organicos,
antibidticos, polissacarideos, hormdnios, aminoacidos, peptideos e proteinas, requer
diferenciados processos de purificagcdo. Desta forma, ndo existe um processo de purificagao
de aplicacao geral, devendo cada processo ter um tipo de purificacdo especifico e adequado
que atenda as suas caracteristicas fisico-quimicas. Dentre os varios métodos de purificacao de
proteinas, a cromatografia ¢ o método mais utilizado devido a vasta aplicabilidade, baixo
custo e facilidade de ampliacdo de escala A técnica de cromatografia de troca idnica se baseia
na adsor¢do de proteinas a grupos carregados de um suporte sélido, seguido de uma eluicao,
com posterior concentragdo em um tampao aquoso de elevada for¢a i6nica (SCHMIDELL et
al., 2002).

Esta técnica de purificagdo tem elevada utilizacdo, dado que as proteinas sdo
eletricamente carregadas quando expostas a determinados valores de pH. Até mesmo
proteinas com idénticos pontos isoelétricos podem ser separadas de uma mistura, pois o sitio
de ligacdo de proteinas a matriz de troca idnica ¢ determinado pela carga superficial da
proteina e a sua proximidade de outras cargas ¢ ndo pela carga global (HARRISON, 1994).

A cromatografia por troca idnica, utilizando DEAE celulose, reconhecidamente uma
base fraca com valor de pK igual 10, vem sendo utilizada para purificacdo de antigenos virais
multiplicados em culturas de células. Um trabalho realizado por pesquisadores do Instituto
Butantan com vacina de raiva, utiliza, com sucesso, a DEAE-celulose para purificacdo de

virus rdbico multiplicado em cultura de células Vero (FRAZATTI-GALLINA et al., 2004).
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1.2.2 Imunizagao dos animais

Na produgdo de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais para um
determinado antigeno ¢ bastante importante a escolha da espécie animal e o esquema de
imunizacdo a ser utilizado. Atualmente, varias espécies animais estdo sendo usadas na
producao de anticorpos monoclonais, dependendo ¢ claro, de uma série de fatores tais como
sistema de producao, finalidade dos anticorpos monoclonais, dentre outros. Tradicionalmente
os camundongos BALB/c t€ém sido bastante usados em funcdo do seu porte, facilidade de
manejo e por duas caracteristicas extremamente interessantes, que sao a compatibilidade com
as células de mieloma e por produ¢do de altos titulos de anticorpos (HENDRIKSEN, 2005;
LITTLE et al., 2000; NRC, 1999).

Os diversos protocolos de imunizagdo disponiveis atualmente estdo embasados nas
experiéncias e estudos da resposta humoral in vivo. Varios estudos mostram que na primeira
imunizacdo, observa-se uma fase de crescimento logaritmico dos niveis de anticorpos,
seguido de um platd e por ultimo, o declinio dos niveis de anticorpos apos trés semanas. As
imunoglobulinas secretadas sdo em sua maioria da classe IgM. Diante de uma segunda
imunizacdo com o mesmo antigeno, observa-se uma resposta imunologica de natureza
humoral bastante rdpida, porém maior e mais longa quando comparada com a resposta
primdria, e, além disso, as imunoglobulinas secretadas sdo em sua maioria da classe IgG. Em
geral, sdo realizadas trés imunizagdes e um reforco 3 a 4 dias antes da remocdo de o6rgdos
linféides. O esquema de imunizagdo a ser adotado depende da resposta imune do animal
utilizado, do antigeno a ser administrado e da via de inoculagdo (SCHUNK ¢ MACALLUM,
2005).

Os adjuvantes sdo empregados na formulagdo dos antigenos, visando potencializar a
resposta imune. Em trabalho feito por Fernandes e sua equipe do laboratério de
Imunopatologia do Instituto Butantan, o Marcol/Montanide foi utilizado como adjuvante na
formulagdo do antigeno BaP1 para a imuniza¢do dos camundongos BALB/c, para obtencao de
anticorpos monoclonais visando estudar suas caracteristicas imunoquimica e biolodgica frente
a BaP1, uma metaloprotease do veneno de Bothorps asper (FERNANDES et al., 2010)

Alguns estudos com protocolos e vias de imunizagdo com cepas e proteinas de
rotavirus estdo descritos na literatura. Dentre eles, um estudo feito no Infectious Disease and
Immunology Research (IDIR) — Abbout Laboratories em Illinois — EUA, onde pesquisadores
obtiveram resposta imunoldgica satisfatoria, e posteriormente hibridomas secretores de

anticorpos. Nesse estudo, diferentes grupos de fémeas BALB/c foram inoculadas com 0,2 mL
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das cepas SA-11, Wa e S2 com 50 pg de rotavirus purificado, em esquema de trés doses com
intervalos de vinte e um dias, sendo que a ultima dose foi administrada por via intravenosa
(HORNG:; SPIEZIA; MUSHAHWAR, 1989). Outras vias de imuniza¢ao muito utilizadas em
estudos de protegdo contra cepas vacinais de rotavirus sao a via intranasal e a oral.
Consideraveis respostas imunolédgicas foram observadas quando camundongos com 7 dias de
idade e adultos com mais de seis semanas foram imunizados por via intranasal com 4ug
VPO/LT (R192G) e por via oral com 25 pL de RRV, D x RRV ou EDIM em estudos
imunopatoldgicos feitos com candidatos a vacinas na Divisions of Infectious Diseases and
biostatistics of Cincinnati Children’s Hospital Medical Center in Cincinnati, Ohio and Tulane
University Medical Center, New Orleans, Louisiana (MCNEAL et al., 2004, 2006;
VANCOTT et at., 20006).

1.2.3 Producgao dos clones secretores de anticorpos

Apds a imunizagdo, os 6rgdos linféides dos animais, como baco ou linfonodos, sdo
removidos para fusdo com células de mieloma. Existe uma gama de células de mieloma
disponiveis para o processo de fusdo, muitas delas originadas de camundongos, ratos e
coelhos. Atualmente estdo disponiveis os tipos celulares P3x63Ag8. 653, SP2/0O-Agl4, NS-1,
NS-O, que sdo sensiveis ao meio HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina) (LITTLE et
al., 2000; SHULMAN; WILDE; KOHLER, 1978).

Para a fusdo de células esplénicas com as de mieloma SP2/O utiliza-se o agente
polietilenoglicol (PEG). Em geral podem ocorrer trés tipos de fusdo, células de mieloma
fundidas com células de mieloma, células esplénicas fundidas com células esplénicas e por
ultimo o tipo de fusdo que interessa que sdao as células de mieloma fundida com células
esplénicas. O primeiro tipo de fusdo deve ser eliminado do cultivo para ndo comprometer o
cultivo de hibridos de interesse. Células esplénicas morrem entre 1 e 2 semanas ap6s fusao
(HARLOW e LANE, 1988; PONTECORVO, 1976).

O sucesso da técnica esta intimamente ligado a utilizacdo de linhagens de mieloma nas
quais foram induzidos defeitos na via de sintese de nucleotideos, o que faz com que cres¢am
em meio de cultura normal, mas ndo cresgcam em meio seletivo. Da fusdo destas células
deficientes com células normais sobreviverdo apenas células hibridas imortais (ABBAS;
LINCHTMAN; POBER, 2005).

Para a geragdo dessas linhagens os plasmocitomas foram selecionados em cultivo, na

presenga de drogas analogas a 8- azaguanina ou 6- tioguanina, baseado no fato de que as
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células esplénicas tém um crescimento restrito em cultivos in vitro enquanto as células de
mieloma tém uma proliferagao ilimitada.

O meio seletivo empregado ¢ o HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). A acao
deste meio baseia-se na deficiéncia da célula de mieloma para uma enzima denominada
hipoxantina-guanina fosforibosil tranferase (HGPRTase), que ¢ utilizada pela via de
recuperagdo quando a sintese de acidos nucléicos pela via “ de novo” é bloqueada através da
aminopterina presente no meio HAT (ABBAS et al., 2005; LITTLE et al., 2000). Quando
células normais sdo fusionadas com células deficientes para a enzima HGPRTase, os hibridos
resultantes sobrevivem e se multiplicam em meio HAT, pois conseguem sintetizar acidos
nucléicos pela via de recuperagdo, através da enzima HGPRTase que ¢ fornecida pela
linfécito B. Este ¢ o fundamento da técnica para produgdo de hibridomas secretores de
anticorpos monoclonais (HARLOW e LANE, 1988; MORALES, 1993).

Ap6s a fusdo, os hibridos sdo colocados no meio HAT e selecionados para a produgio
de anticorpos através de testes imunoldgicos, como ELISA, por exemplo, e em seguida sdao
clonados e multiplicados em meios de cultura ou em cavidade peritoneal de camundongos
(LEENAARS e HENDRIKSEN, 2005; MORALES, 1993).

Em geral para o processo de fusdo celular, as células esplénicas dos animais
apresentando maiores niveis de anticorpos sdo misturadas as células de mieloma (TIZARD,
2002). Em seguida acrescenta-se polietilenoglicol para induzir a fusdo celular. Léo et al.
(2000) descrevem uma metodologia de fusdo celular na producdo de anticorpo monoclonal
anti-TNP. Neste trabalho, trés dias apds a imunizacdo dos camundongos células esplénicas
foram assepticamente coletadas e fundidas com células mieloma SP2/0Ag-14 na proporcao de
4:1 misturando com polietilenoglicol (PEG 50%) e dimetilsulfoxido (DMSO 10%). Apos a
fusdo, as células foram ressuspenssas em meio RPMI-1640 (suplementado com 10% SFB, 2
g/L de bicarbonato de sodio e 2 g/L de HEPES, 2 pL/L de 2-mercaptoetanol, 10* M
hipoxantina, 4x10” M aminopterina, 1,6x 10° M timidina) e 0,5 mL por aliquota foram
depositados em cada orificio contendo macréfagos adjuvantes. A figura 5 mostra um esquema

simplificado de produgdo de hibridomas.
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Figura 15 - Esquema de produgao de hibridomas.
Fonte: Encyclopaedia Britannica, 2011.

A selecdo e clonagem dos hibridomas pode ser feita por varios ensaios disponiveis
para detec¢do dos anticorpos secretados pelos hibridomas, tais como ensaios
imunoenzimaticos do tipo ELISA, radioimunoensaio, imunofluorescéncia, Dot e Western
Blotting. Apos a selegdo dos clones secretores de anticorpos, inicia-se a clonagem, que pode
ser conseguida por dilui¢do limitante (MORAES; AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Embora ndo seja objeto deste estudo, outras metodologias podem ser utilizadas na
produgdo de anticorpos uma vez que os anticorpos monoclonais produzidos utilizando-se
células de origem animal s3o invidveis para aplicagdo terap€utica em humanos, pois o sistema
imune humano reconhece essas proteinas como estranhas. Isto limita a utilizagdo de
anticorpos monoclonais em uso repetitivo em seres humanos. Ao produzir anticorpos contra
os anticorpos monoclonais através da conhecida resposta HAMA (do inglés Auman anti-
murine antibodies), o sistema imune do paciente neutraliza o anticorpo monoclonal,
desenvolvendo, desta maneira, uma resisténcia natural contra o farmaco, o que pode trazer
conseqiiéncias desastrosas em uma segunda aplicacdo. Neste caso uma alternativa para
eliminar ou reduzir a niveis normais essa resposta imune humana, seria a produgdo de
anticorpos monoclonais a partir de seres humanos, porém isto tem alguns inconvenientes. Este
modelo ¢ operacional, metodologicamente, e inclusive eticamente, mais complexo, quando
comparado com a producdo em camundongos (MCCANN e BOYD, 1992).

Na década de 90, com os avangos da engenharia genética, tornou-se possivel a sintese

de anticorpos por meio de recombinagdo génica in vitro, o que permitiu a modificacao
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desejada das caracteristicas imunoquimicas dos anticorpos. A manipulagio de genes
codificadores das cadeias do anticorpo possibilitou provocar alteragdes na estrutura, fungao, e,
inclusive, incluir um cardter humano no anticorpo monoclonal murino (WINTER e
MILSTEIN, 1991).

Anticorpos humanizados de camundongos podem ser distinguidos de anticorpos
humanos produzidos em células humanas pelo processo de glicosilagdo, particularmente pelo
seu respectivo residuo, contra os quais o soro humano contem titulos de IgG acima de 100 pg
mL . Isso comprova o fato de que anticorpos que contem tais residuos nio podem sobreviver
por longo periodo na circulacdo humana. Contudo, resultados promissores tém sido obtidos
em processos iniciais com muitos camundongos quiméricos e anticorpos humanos produzidos
em hibridomas derivados de linhagens de células murinos ou de outros
roedores (LITTLE et al., 2000).

Outra tecnologia que vem sendo muito utilizada para a produgdo de anticorpos
monoclonais é a Phage Display Thecnology. Esta tecnologia molecular consiste na expressao
de peptideos, proteinas e anticorpos de interesse na superficie de fagos, que posteriormente
podem ser usados no estudo de interagdes de proteinas, estudos de afinidade e em processos
de purificagdo. A grande vantagem desta técnica reside na ligagcdo direta que existe entre o
fenotipo experimental e o gendtipo encapsulado (AZZARY; EDWARD HIGHSMITH JR.,
2002).

Os mais recentes avangos da engenharia genética tém possibilitado a produgdo de
anticorpos monoclonais utilizando plantas. Nesta nova tecnologia, vetores virais sdo usados
para expressdo transiente de proteinas heterélogas em plantas. As grandes vantagens dessa
técnica sdo a inocuidade do produto e as altas quantidades produzidas a baixo custo.

Atualmente os anticorpos monoclonais tém uma série de aplicagcdes biotecnologicas,
tais como, o diagndstico de doencas humanas, animais e vegetais, em pesquisas nos diversos
campos do conhecimento e na terapia de uma séric de doengas (GLEBA; KLIMYUK;
MARILLONNET, 2007).
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6 CONCLUSOES

v As metodologias utilizadas neste estudo, tanto para imuniza¢do dos animais, como
fusdo e selegdo dos clones possibilitou a obtencdo de 3 clones secretores de anticorpos

monoclonais (AcMo 1, 2 e 3) sendo 2 da classe IgA e um da subclasse IgG1.

v Os anticorpos monoclonais 1 e 2 reagem com uma regido varidvel antigénica

conformacional da glicoproteina VP7, enquanto que o AcMo 3 reconhece um epitopo linear.

v A imuniza¢do dos animais com esquema que utilizou o antigeno formulado com
Marcol/Montanide produziu uma resposta imunoldgica com maior variedade de classes e

subclasses de imunoglobulinas quando comparada com a imunizagao sem o uso do adjuvante.

V¥ Os resultados obtidos neste estudo indicam que a tecnologia utilizada para obtengdo de
monoclonais para o sorotipo G4 podera ser aplicada para produgdo destes anticorpos para

outros sorotipos de rotavirus reassortants.
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