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RESUMO

Camelideos, em adigcao aos anticorpos convencionais produzem imunoglobulinas G
(IgG) funcionais desprovidas de cadeia leve. Conhecidos como anticorpos de cadeia
pesada, a regiao de reconhecimento antigénico dessas IgGs é constituida pelo
dominio Unico, denominado VHH ou nanocorpo. Os VHHs, com um décimo do
tamanho dos anticorpos convencionais e dimensdées em escala nanométrica,
possuem alta similaridade com o VH humano, capacidade de atravessar tecidos
densos e baixa imunogenicidade. Ainda, sdo capazes de reconhecer sitios
antigénicos inacessiveis a anticorpos humanos, possuem alta solubilidade,
estabilidade e podem ser produzidos em microrganismos. Essas caracteristicas tém
permitido aplicagbes no diagnéstico e desenvolvimento de biofarmacos.
Considerando que no Brasil cerca de 30.000 pessoas sdo vitimas de acidentes
ofidicos anualmente; que as espécies do género Bothrops sdo as principais
responsaveis pelo agravo e que a soroterapia possui limitacées relacionadas
principalmente aos danos locais do envenenamento, nosso grupo busca
desenvolver ferramentas alternativas para o tratamento do ofidismo. Nesse sentido,
foram selecionados VHHs capazes de reconhecer e inibir fosfolipases isoladas
(BthTX-l e 1l) do veneno de Bothrops jararacussu. Com vistas ao incremento da
afinidade e da capacidade de neutralizagao in vitro e in vivodos VHHs monoméricos
selecionados, construtos diméricos tém sido desenvolvidos por nosso grupo. Como
continuidade a esses estudos, o presente trabalho objetivou expressar e purificar
uma construcdo dimérica de VHH e avaliar a capacidade de reconhecimento das
fosfolipases BthTX-I e Il por ensaio imunoenzimatico, do tipo ELISA. Apds sintese
génica do dimero de VHH, o clone foi expresso em sistema microbiano utilizando a
cepa E. coli SHuffle plysY. A expressao protéica foi induzida com Isopropil-3-
Dthiogalactopiranosideo (IPTG) 0,3 mM. Subsequentemente, a cultura foi
centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado bacteriano armazenado em
-30°C. A purificagcdo foi realizada em sistema AKTA Pure por cromatografia de
afinidade, utilizando resina de cobalto HisGraviTrap TALON (GE Healthcare Life
Sciences, 3 Little Chalfont, BKM). O material purificado foi analisado apos
eletroforese em gel de poliacrilamida. Para avaliacdo da capacidade de
reconhecimento das fosfolipases, placas de fundo chato Nunc Maxisorp® foram
adsorvidas com 500 ng por pogo de BthTX- I, BthTX-ll ou veneno de Bothrops
jararacussu. O construto dimérico de VHH foi capaz de reconhecer as fosfolipases
botrépicas e o veneno testado em diferentes diluicées (1 pg, 500 ng, 250 ng, 125
ng), em ELISA. Os dados preliminares incentivam o uso de nanocorpos e construtos
relacionados no desenvolvimento de antivenenos de préxima geragao.
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