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RESUMO 

 
 
 

O interferon beta (IFN-β) é uma proteína globular consistindo de cinco cadeias α-
helicais e como biofármaco é principalmente utilizado para o tratamento da esclerose múltipla 
(EM). A EM é uma doença até o momento sem cura e das terapias imunomodulatórias 
disponíveis para melhoria do quadro da EM, o IFN-β é o biofármaco disponível mais bem 
caracterizado. Duas formas do IFN-β humano recombinante são clinicamente utilizadas: IFN-
β-1a, produzida em células de ovários de hamster chinês (CHO), similar ao IFN-β nativo; e a 
forma IFN-β-1b, produzida em sistema de Escherichia coli, não possuindo moléculas de 
açúcar na cadeia polipeptídica expressa.  

Testes para detecção e quantificação dos IFNs são principalmente do tipo ELISA  
sendo cruciais nos processos de desenvolvimento, monitoramento e no controle de qualidade, 
devido principalmente a relação sensibilidade/especificidade necessária. Os anticorpos 
monoclonais (Mabs) de alta afinidade, produzidos para estes testes são extremamente 
sensíveis e específicos e representam uma forma adequada de padronização de um ELISA 
para detecção e quantificação do IFN-β. 

Neste estudo, quatorze MAbs anti-IFN-β foram obtidos através da imunização 
genética e parcialmente caracterizados. Todos reconheceram no ELISA o IFN-β humano 
recombinante. Os MAbs anti-IFN-β identificados como AE9, AG8, AE6, AH7, AA11, AB1 e 
AA4 foram os mais reativos. Todos os quatorze MAbs foram isotipados e apresentaram um 
perfil com simultânea expressão tanto de IgM quanto de IgG2a. Este perfil não-usual foi 
confirmado pela reação em cadeia da polimerase precedida da transcrição reversa específica 
para IgG e IgM. Somente um MAb denominado AG8 reagiu em Western-blot com a isoforma 
monomérica de 18 KDa do IFN-β. Este estudo representou o primeiro passo em direção ao 
propósito de obtenção do ELISA descrito acima.  
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ABSTRACT 
 
 
 

Beta interferon (IFN-β) is a globular protein consisting of five α-helical chains. As 
biopharmaceutical product it is mainly used for treatment of multiple sclerosis (MS).  MS is a 
health disorder with no cure available so far. Its symptoms can be alleviated with 
immunomodulatory drugs. IFN-β is the most well characterized biopharmaceutical product in 
terms of structure and side affects. Two forms of human recombinant IFN-β are used in the 
treatment of MS: IFN-β-1a, expressed in Chinese hamster ovary cells, is similar to native 
IFN-β; and IFN-β-1b expressed in the Escherichia coli expression system. IFN-β-1b does not 
present glycosilation and therefore differs from native IFN-β.  

Tests to detect and to quantify IFNs are mainly enzyme-linked immunosorbent assays 
(ELISA). These tests are reliable and can be used in biopharmaceutical product development 
processes. Monitoring and quality control of IFN-β are quite important, mainly because of the 
physical and chemical nature of IFN-β as well the necessary sensitivity and specificity that 
allow for a precise characterization of the final product. Monoclonal antibodies (MAbs) used 
in ELISA to detect and quantify IFN-β usually present high affinity and specificity.  

In this study, fourteen MAbs against human recombinant IFN-β were obtained by 
genetic immunization and partially characterized. All antibodies recognized human IFN-β. 
The anti-IFN-β MAbs AE9, AG8, AE6, AH7, AA11, AB1 and AA4 were the most reactives. 
All fourteen MAbs were subjected to antibody isotype characterization and presented a 
simultaneous expression of both IgM and IgG2a. This unusual profile was confirmed by 
specific reverse transcription polymerase chain reaction for IgG and IgM messenger RNA. 
Only MAb AG8 recognized the 18 KDa isoform of IFN-β. This study represents the first step 
towards the development of the ELISA described above. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Os Interferons 

 

Os Interferons (IFNs) são proteínas de uma família multigênice de citocinas altamente 

pleiotrópicas, sendo descobertas primeiramente por Isaacs e Lindenmann em 1957. 

Originalmente descritas por ‘interferirem’ na replicação viral de cultura de células, estas 

citocinas são produzidas por quase todas as células de vertebrados. Os IFNs medeiam 

atividades antivirais, atividades antiproliferativas contra células malignas e 

imunomodulatórias em resposta a um estímulo químico e/ou biológico. O IFN foi a primeira 

citocina a ser purificada, seqüenciada e seu gene clonado para obtenção de IFN produzido 

pela tecnologia do DNA recombinante (Karpusas et al., 1998; Pfeffer et al., 1998; Arduini et 

al., 1999; Tilbery et al., 2000; Harle et al., 2001; Zarrin et al., 2006; Billiau, 2006a; Javed & 

Reder, 2006; Nakatsuji et al., 2007).  

Os IFNs são agrupados em dois tipos: Tipo I – conhecidos como IFNs anti-virais 

resistentes ao tratamento ácido e representados pelos IFN-α (produzido por leucócitos), IFN-β 

(produzido por fibroblastos) (figura 1) e IFN-ω; e Tipo II, também conhecido como IFN 

imune (IFN-γ), o qual é sensível ao pH mais baixo. Os IFNs tipo I são induzidos por infecções 

virais, enquanto o IFN Tipo II por estímulo antigênico ou mitogênico (Brown et al., 1998b; 

Samuel, 2001). 

Muitas linhagens celulares infectadas por vírus são capazes de sintetizar IFN-α/β. No 

entanto, o IFN-γ é sintetizado apenas por certos tipos celulares do sistema imune incluindo as 

células matadoras naturais (NK), células TH1 CD4+ e células supressoras T CD8+ citotóxicas 

(Samuel, 2001). 

 

Figura 1: Estrutura do IFN-β 
http://www.roche.com.br/NR/rdonlyres/27273F4A-1D0B-4FE4-9DD2-

8951FB89EE6E/6488/medicamentosbiologicos1.pdf  
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      Após a infecção viral, praticamente todas as células nucleadas respondem pelo 

aumento da síntese de IFNs, os quais estimulam a transcrição de múltiplos genes, impedindo a 

replicação viral. Os IFNs do tipo I e, em menor grau o IFN-γ, inibem a replicação viral nas 

células infectadas, sendo requeridos para sua atividade a transcrição e síntese de diversas 

proteínas e fatores (Karpusas et al., 1998; Harle et al., 2001; Samuel, 2001; Billiau, 2006a; 

Javed & Reder, 2006). 

Embora alguns IFNs sofram modificações pós-traducionais por N- e O-glicosilações 

(proteína do IFN sendo glicosilada nos resíduos de asparagina e serina/treonina, 

respectivamente), os subtipos de IFN-α humanos não são proteínas glicosiladas. A molécula 

do IFN-α parece funcional em sua forma monomérica, enquanto o IFN-β e o IFN-γ parecem 

funcionais como homodímeros. Quando um simples gene do IFN-β é deletado do 

cromossoma 4 do camundongo, o camundongo resultante torna-se altamente suscetível à 

infecção viral. As subespécies de IFN-α não compensam a perda de IFN-β, sugestionando um 

papel essencial para a efetiva resposta antiviral do IFN-β (Samuel, 2001). 

Os efeitos mediados pelos IFNs ocorrem através da ativação de receptores 

transmembranares os quais conduzem, via proteínas JAK-STAT (JAK – janus-quinase; STAT 

– sinais transdutores e ativadores da transcrição) a regulação de genes alvos. Os IFNs tipo I 

possuem receptores que consistem de duas cadeias, IFNAR-1 e IFNAR-2 (receptores de 

interferon N - alfa, beta e ômega), e sub-variantes, enquanto os IFNs tipo II possuem 

receptores com as cadeias IFNGR-1 e IFNGR-2 (receptores de interferon gama 1 e 2).  

Quando o IFN-β (e outros IFNs tipo I) se ligam ao domínio extracelular do receptor, 

induzem a transdução de sinais intracelulares da cascata (Figura 2), que envolvem os 

seguintes mecanismos:  

(1) recrutamento e ativação de tirosina-quinase 2 (TYK2) citoplasmática por IFNAR-1, e 

janus-quinase 1 (JAK1) por IFNAR-2;  

(2) subsequente fosforilação mediada pelas TYR2 e JAK1, recrutamento de sinais 

transdutores e ativadores de transcrição (STAT1 e STAT2) para formar o heterodímero 

STAT1-STAT2; 

(3)  associação das proteínas STAT1-STAT2 fosforiladas com a proteína p48 (IRF9 – 

fator regulador 9 do interferon), formando um complexo ativo trimérico ativador da 

transcrição denominado ISGF-3 (fator estimulador 3 do gene do interferon); 

(4) o complexo ISGF-3 se transloca para o núcleo e se liga à elementos responsivos de 

múltiplos genes na região promotora, estimulados por IFN (ISRE – elemento responsivo 

estimulado por interferon), sinalizando a transcrição de genes alvos. 
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     Ao contrário, em resposta ao IFN tipo II (IFN-γ), o complexo ativador de transcrição 

denominado fator ativador gama (GAF), um homodímero STAT-1 tirosina fosforilado, se liga 

ao sítio ativado para IFN-γ. As variações em algumas destas etapas da transdução do sinal, 

conduzem a diferentes efeitos dos IFNs em diferentes alvos celulares, os quais ainda não estão 

bem compreendidos (Karpusas et al., 1998; Samuel, 2001; Neuhaus et al., 2003; Javed & 

Reder, 2006, Chelbi-Alix & Wietzerbin, 2007; Nakatsuji et al., 2007; Neuhaus et al., 2007; 

Weber & Haller, 2007). 

 

 

Figura 2: Eventos moleculares na transdução do sinal dos IFNs (Billiau, 2006a). 
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1.1.1. O Interferon Beta (IFN-ββββ) 
 
 
 
 O IFN-β é uma proteína globular consistindo de cinco cadeias polipeptídicas α-

helicais (figura 3). Sob visualização em eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante 

(SDS-PAGE) apresenta uma massa molar de aproximadamente 18-22,5 Kilodaltons (KDa), 

devido a ausência ou presença de glicosilação, respectivamente. Os glicosídeos possuem um 

importante papel na facilitação da secreção do IFN-β pelas células produtoras, aumentando a 

estabilidade e solubilidade. A forma não-glicosilada do IFN-β é produzida por engenharia 

genética em sistema procarioto (Escherichia coli), retendo esta proteína atividade biológica, 

embora com menor atividade específica do que a forma glicosilada do IFN-β (forma 

hidrofílica) produzida por fibroblastos humanos ou em sistemas de expressão em células de 

mamíferos (Karpusas et al., 1998; Meager & Das, 2005).  

O IFN-β recombinante glicosilado possui como maior cadeia polipeptídica um 

complexo tipo biantenário (bi-ramificado) contendo um resíduo de fucose em ligação α1-6 ao 

resíduo N-acetilglicosamina (GlcNAc) em proximidade ao peptídeo e dois resíduos de ácido 

siálico ligados α2-3 ao resíduo de galactose terminal (Karpusas et al., 1998; Rodriguez et al., 

2005). 

                                                     

 

Figura 3: Estrutura tridimensional do homodímero de IFN-β humano.            
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:1AU1_Human_Interferon-Beta.png 

 

Diversos efeitos imunológicos são atribuídos ao IFN-β, tais como: a supressão da 

proliferação de células T; diminuição da expressão de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) de classe II induzidas pelo IFN-γ e moléculas coestimulatórias 

como a B7-1; indução da produção de citocinas tipo TH2 e redução da síntese de citocinas tipo 

TH1, havendo desta forma um balanço em favor da resposta anti-inflamatória; e a inibição da 
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ativação de monócitos. Além disso, o IFN-β regula negativamente as metaloproteinases de 

matriz (MMPs), diminuindo a expressão de moléculas de adesão de superfície, aumentando a 

liberação de moléculas de adesão solúveis, as quais se combinam para reduzir a migração 

potencial de células T, como também diminuindo a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica à estas células (Yong et al., 1998; Dhib-Jalbut, 2002; Neuhaus et al., 2003; 

Billiau, 2006b; Sattler et al., 2006; Nakatsuji et al., 2007; Jin et al., 2007). 

 

 

1.1.2. Aplicação Clínica do Interferon Beta 
     

 

O IFN-β como medicamento terapêutico é principalmente utilizado para o tratamento 

da esclerose múltipla (EM), doença autoimune que afeta populações de diversos países. 

Entretanto, no Japão o IFN-β tem sido utilizado como terapia adjuvante em alguns pacientes 

com glioma maligno, diminuindo a atividade da O-metilguanina-DNA metiltransferase 

(MGMT), enzima responsável pelo efeito de resistência do agente quimioterápico 

temozolomida (TMZ). Assim, o IFN-β suprime a expressão da enzima MGMT pelo tumor, 

rendendo então sensibilidade do glioma ao tratamento quimioterápico com o agente TMZ 

(Fujimaki et al., 2007).  

Atualmente duas formas de IFN-β humano recombinante são clinicamente utilizadas. 

A primeira, IFN-β-1a (Avonex, Biogen; Rebif IFN, Serono), é produzida em células de 

ovários de hamster chinês (CHO), similar ao IFN-β nativo (figura 4). No entanto, como a 

expressão ocorre em células de mamíferos, o perfil de glicosilação é apropriado para cada tipo 

celular animal. Até mesmo entre diferentes linhagens de células CHO podem ocorrer 

variações do perfil de glicosilação. Essa complexidade pode explicar as diferenças na resposta 

dos pacientes aos diferentes IFN-β-1a comerciais (Jacobs et al., 1996).  

O segundo tipo de IFN-β humano recombinante (IFN-β-1b: Betaseron, Berlex; 

Betaferon, Schering) é produzido em sistema procarioto - Escherichia coli (Jacobs et al., 

1996; Reder, 2000). Como o sistema procarioto em questão não confere glicosilação às 

proteínas recombinantes produzidas, esse tipo de IFN não possui nenhuma molécula de açúcar 

na sua cadeia polipeptídica. Para evitar uma incorreta formação de ponte dissulfeto no final da  

cadeia, existe uma substituição, na posição 17 de uma cisteína por uma serina. Também na 

posição 1 da cadeia (porção N-terminal), uma metionina foi removida, possuindo desta forma 

uma cadeia polipeptídica de 165 aminoácidos e peso molecular de 18 KDa (figura 4) (Brown 

et al., 1998b; Neuhaus et al., 2007). 
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Figura 4: IFN-β-1a e IFN-β-1b (Neuhaus et al., 2007). 

As diferenças químicas entre os dois tipos de IFN-β humano recombinante têm 

conseqüências. A ausência da glicosilação tem sido correlacionada com reduzida atividade e 

solubilidade, aumentos da agregação (alterando assim a farmacocinética da molécula) e 

sensibilidade da proteína à desnaturação térmica (esta última in vitro), bem como aumentos da 

produção de anticorpos neutralizantes in vivo. A estabilidade influenciada pelo carboidrato é 

provavelmente devido a um efeito protetor da conformação da proteína, minimizando a 

exposição da área superficial contendo um grande número de resíduos de aminoácidos 

hidrofóbicos ao solvente e a ação de proteases (Karpusas et al., 1997; Karpusas et al., 1998; 

Lipscomb et al., 2005; Rodriguez et al., 2005; Spearman et al., 2005; Walsh & Jefferis, 

2006). Como exemplo, o IFN-β-1b quando combinado com a albumina do soro humano 

(HSA) possui somente 10% da potência relativa quando comparado com IFN-β-1a. In vitro é 

necessário um aumento considerável da dose de IFN-β-1b para alcançar a mesma ação 

observada com o IFN-β-1a. Mas in vivo, não existe nenhum consenso, uma vez que ambos os 

tipos recombinantes exercem o mesmo papel na redução de surtos em pacientes apresentando 

EM; ou seja, ainda existe uma grande discussão (Paty & Li, 1993; MS/MRI Analysis Group, 

1995; MS/MRI Analysis Group, 1996; Brown et al., 1998b; European Study Group, 1998; 

PRISMS, 1998; Simon et al., 1998; Li & Paty, 1999; OWIMS, 1999; Rice et al., 1999; 

Sturzebecher et al., 1999; PRISMS, 2001; SPECTRIMS, 2001; Li et al., 2001; Cohen et al., 

2002; Goodin et al., 2002; Panitch et al., 2004; Neuhaus et al., 2007). 
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1.1.3. A Esclerose Múltipla 

 

 

A EM é uma doença inflamatória e desmielinizante do Sistema Nervoso Central 

(SNC). Admite-se que células T ativadas por autoantígenos ainda não determinados passam 

da periferia para o SNC pela barreira hematoencefálica, evento considerado essencial na 

patogênese da desmielinização. O processo autoimune na EM implica na ativação de células 

T por um ou mais antígenos da mielina, como exemplos a proteína básica da mielina (MBP), 

a proteína proteolipídica (PLP) e a glicoproteína mielina oligodentrócita (MOG) apresentados 

por moléculas do MHC de classe II na superfície de astrócitos, células da micróglia e 

endoteliais no SNC (Tilbery et al., 2005; Javed & Reder, 2006). 

O IFN-γ é o maior regulador da expressão do MHC de classe II e ativador das células 

macrófagas ou gliais na produção do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que tem efeito 

citotóxico aos oligodendrócitos, bem como causando ativação e proliferação de células T 

autorreativas. O mecanismo de ação proposto para o IFN-β é de que possua efeito anti-

inflamatório por reduzir a expressão de moléculas do MHC de classe II induzidas pelo IFN-γ 

antagonizando desta forma os efeitos desta citocina, inclusive por diminuir sua secreção pelas 

células T e estimular a secreção de citocinas anti-inflamatórias, como as interleucinas 4 e 10 

(IL-4 e IL-10) (Yong et al, 1998; Tilbery et al., 2005; Billiau, 2006b; Javed & Reder, 2006; 

Nakatsuji et al., 2007). 

Os IFNs estimulam sua própria secreção, e existem evidências de que a sinalização 

dos IFNs tipo I está sub-ótima na EM, estando os níveis de IFN-β induzidos por IFN-β 

também mais baixos nesta patologia. Níveis diminuídos de IFN-α e IFN-β são liberados por 

células do sistema imune de pacientes com EM em resposta ao desafio mitogênico ou viral in 

vitro, existindo também baixa estimulação da expressão dos produtos pelos IFNs, como a 

2’,5’oligoadenilato sintetase, proteína Mx, IRF-1 e IRF-2 (fatores regulatórios 1 (positivo) e 2 

(negativo) dos genes dos IFNs) (Javed & Reder, 2006). 

Não existe cura para a EM, mas terapias imunomodulatórias estão disponíveis para 

melhoria do quadro da doença, que incluem os fármacos sintéticos acetato de glatiramer e 

mitoxantrona, sendo o IFN-β o medicamento disponível mais bem caracterizado para a EM 

(Javed & Reder, 2006). 
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1.2. O Ensaio Imunoenzimático 
 
 

Entre os métodos disponíveis para diagnóstico, o ensaio imunoenzimático é o mais 

utilizado. O advento desta poderosa ferramenta veio revolucionar a pesquisa e detecção de 

várias enfermidades. O teste imunoenzimático (ELISA) foi desenvolvido por Peter Perlmann 

e Eva Engvall em 1971 como uma alternativa ao radioimunoensaio para a detecção de 

antígenos e anticorpos, com características de ser uma técnica mais rápida e relativamente 

barata. O princípio básico do teste ELISA é a imobilização de um dos reagentes em uma fase 

sólida, enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima, com preservação tanto da 

atividade enzimática como da imunologia do anticorpo. O teste imunoenzimático permite a 

detecção de quantidades extremamente pequenas de antígenos ou anticorpos, podendo ter 

elevada precisão se os reagentes e os parâmetros do ensaio forem bem padronizados. O 

objetivo do ensaio é a quantificação ou verificação da presença de um antígeno ou anticorpo 

(Sanchez, 1996; Lequin, 2005). 

Como variações do ELISA podemos citar o método de ELISA Indireto, que é 

comumente empregado para a pesquisa de anticorpos, bem como o ELISA Sanduíche (figura 

5) com excesso de anticorpos marcados, sendo o mais utilizado para antígenos polivalentes. 

Neste último teste, a fase sólida é sensibilizada com anticorpo específico. A amostra em teste 

(onde se vai pesquisar o antígeno), é incubada com a fase sólida e, a seguir, incuba-se com 

excesso de anticorpo específico marcado com enzima (geralmente a enzima peroxidase). A 

reação é revelada pela adição de substrato, medindo-se a intensidade da cor com a utilização 

de uma leitora automática de microplacas, onde são obtidos os valores de absorbância com 

alta precisão, que poderão ser submetidos aos cálculos necessários para a correta obtenção dos 

resultados, sendo a taxa de degradação do substrato pela enzima proporcional à concentração 

do antígeno. No caso de antígenos bem definidos, são possíveis as quantificações de suas 

concentrações. A principal vantagem deste método é que permite incubar a amostra com 

antígeno e o conjugado ao mesmo tempo, tornando o ensaio mais rápido (Sanchez, 1996). 
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Figura 5: Método ELISA Sanduíche 
http://www.chemicon.com/resource/ANT101/a2C.asp  

 

 

 

1.2.1. Controle de Qualidade do IFN-β utilizando o Ensaio Imunoenzimático 
 

 

A disponibilidade de simples métodos de ensaios de confiança para detecção e 

quantificação de IFNs em matrizes farmacêuticas torna-se um papel crucial nos processos de 

desenvolvimento, monitoramento e no controle de qualidade dos IFNs, devido principalmente 

a sua natureza físico-química e a relação sensibilidade/especificidade. A maioria dos métodos 

de análises comumente usados para os IFNs, como exemplo para o IFN-α2b, incluem 

bioensaios, focalização isoelétrica (IEF) e análises por SDS-PAGE, sendo altamente sensíveis 

e sofisticados, e por vezes sofrem de limitada popularidade principalmente pelo seu alto custo, 

limitada disponibilidade, longos tempos de análises, perdas de especificidades e interferências 

externas (Zarrin et al., 2006). 

Atualmente, testes para detecção e quantificação dos IFNs são principalmente do tipo 

ELISA. Os anticorpos monoclonais (MAbs) de alta afinidade produzidos para estes testes são 

extremamente sensíveis e específicos, sendo necessários para a realização destes ensaios 

procedimentos e condições fidedignos de reprodutibilidade e de repetibilidade padronizados 

(Billiau, 2006a). 

Potência é a habilidade ou capacidade específica de um produto em alcançar o efeito 

desejado. Isto é baseado na medida de algum atributo do produto e é determinado por um 

método quantitativo adequado (Brown et al., 1998a). Em geral, potências de produtos 
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biológicos/biotecnológicos testados por diferentes laboratórios, podem ser comparados 

através de métodos apenas se expressos em relação a um apropriado material de referência. 

Desta forma, adequados procedimentos de controle de qualidade, como o método de ELISA 

Sanduíche quantitativo, tornam-se necessários para confirmação dos requeridos parâmetros 

exigidos, como potência, pureza e qualidade do produto final, do IFN-β humano 

recombinante (Brown et al., 1998a; Akers, 2006). 

 

1.3. Os Anticorpos 

 

 

Os anticorpos são glicoproteínas, também chamadas de imunoglobulinas (Ig), 

produzidas por linfócitos B, encontradas no sangue ou fluídos do corpo e destinadas a 

intervirem nos processos de defesa imunitária dos organismos superiores, reconhecendo o 

antígeno com alto grau de especificidade e afinidade. Os anticorpos podem exercer diversas 

funções efetoras, incluindo neutralização de antígenos, ativação do sistema complemento e 

promoção da destruição de micro-organismos dependentes de leucócitos (Abbas et al., 2008). 

Os anticorpos são compostos por estruturas básicas: duas cadeias pesadas (HC) e duas 

cadeias leves (LC) (figura 6). Determinadas regiões (chamadas de domínios) das cadeias leves 

são altamente variáveis podendo ligar-se a diferentes epítopos em um determinado antígeno. 

Tais variações permitem ao sistema imune, através dos anticorpos, reconhecer uma variedade 

de antígenos (Abbas et al., 2008). Existem cinco tipos de classes de anticorpos (IgA, IgD, 

IgE, IgG e IgM) podendo apresentar ou não diferentes subclasses (Tabela 1). 

 

 

Figura 6: Estrutura de um anticorpo 
http://www.jdaross.cwc.net/humoral_immunity.htm  

Cadeia Pesada 
 

Cadeia Leve 
Ligação 

Dissulfeto 

Porção 
Variável 

Porção 
Constante 
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Tabela 1: Anticorpos de mamíferos e suas características. 

Anticorpos de Mamíferos 

Anticorpos Isotipos Descrição 

IgA IgA1, IgA2 Encontrado em áreas de mucosas, como os intestinos, 

o trato respiratório e trato urogenital, prevenindo sua 

colonização por patógenos. 

IgD Somente um Funciona principalmente como um receptor de 

antígeno nas células B. Suas funções são menos 

definidas do que as dos outros isotipos de anticorpos. 

IgE Somente um Liga-se a alérgenos e desencadeia a liberação de 

histaminas dos mastócitos, também estando 

envolvido na alergia. Também protege contra vermes 

parasitas. 

IgG IgG1, IgG2, 

IgG3, IgG4 

Em suas quatro formas, proporcionam a principal 

imunidade baseada em anticorpos contra os 

patógenos que invadem o corpo. É o único tipo de Ig 

que o bebê recebe da mãe. 

IgM Somente um Expressa na superfície das células B. Elimina 

patógenos nos estágios iniciais da imunidade mediada 

pelas células B antes que haja IgG suficiente. 

 

 

 

A descoberta dos mecanismos de produção de anticorpos foi uma das grandes vitórias 

das ciências biológicas neste último século, devido a sua complexidade, mas principalmente 

pelos benefícios que representa para a humanidade. A produção de anticorpos tornou-se 

comum e essencial na pesquisa e biotecnologia, com várias aplicações. Como ferramenta de 

pesquisa, podemos citar a utilização dos anticorpos em testes do tipo Western-blot, imuno-

histoquímicos, imuno-citoquímicos, ELISA, imuno-precipitação e de citometria de fluxo. 

Anticorpos também possuem papel fundamental nas aplicações terapêuticas, que incluem 

supressão do sistema imune após transplantes de órgãos, tratamentos dos diferentes tipos de 

câncer, como leucemias, bem como inibição da angiogênese e para o tratamento de doenças 

infecciosas (Miller & Leary, 2007). 
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1.3.1. Mudança de Isotipo (Classe) da Cadeia Pesada da Imunoglobulina 
 
 

 

            Durante o desenvolvimento, células linfóides sob uma série de programados rearranjos 

genéticos resultam na expressão de anticorpos. Ambos os genes de cadeias leves e pesadas 

destes anticorpos contêm um segmento genético de região variável (V), formado por rearranjo 

somático do DNA durante o desenvolvimento das células B, as quais conferem especificidade 

de ligação ao antígeno, e um segmento genético de região constante (C), para os quais a 

cadeia pesada confere funções efetoras biológicas (Purkerson & Isakson, 1992). A capacidade 

dos linfócitos B de produzir diferentes isotipos de anticorpos proporciona uma plasticidade 

marcante nas respostas imunes humorais, pois são gerados anticorpos que desempenham 

funções efetoras diferentes e estão envolvidos na defesa contra diferentes tipos de agentes 

infecciosos (Abbas et al., 2008). 

            A IgM é o isotipo predominantemente expresso durante a resposta imune primária 

humoral bem como nas respostas de células T antígeno-independentes. Embora antígenos T-

dependentes usualmente promovam a produção de todas as subclasses de IgGs, é claro que 

certos tipos de estímulos antigênicos favoreçam predominantemente a produção de isotipos 

particulares, como por exemplo viroses estimulando preferencialmente a produção do isotipo 

IgG2a ou como helmintos resultando em altos níveis de IgE (Purkerson & Isakson, 1992). 

            O principal mecanismo molecular de mudança de isotipo das imunoglobulinas é um 

processo chamado de recombinação de mudança (Switch Recombination), no qual o segmento 

gênico VDJ (Variável/Diversidade/Junção) rearranjado em uma célula B recombina-se com 

um gene de região constante (C) localizado posteriormente, e o DNA flanqueado por estas 

regiões é excluído através de um mecanismo de looping intramolecular gerando um DNA 

circular excisado. A mudança de isotipo é controlada por citocinas derivadas de linfócitos T, 

tais como a IL-4, TGF-β (fator de crescimento tumoral beta) e IFN-γ, importantes para a 

indução de fatores de transcrição que identificam quais os loci de cadeia pesada da 

imunoglobulina serão alvos da mudança de isotipo bem como regulando a acessibilidade de 

recombinases à regiões de Switch (S) específicas (figura 7). O sinal providenciado pelo 

contato físico com células T ativadas poderia ser mediado por moléculas CD40, as quais 

induzem o gene da desaminase induzida pela ativação, enzima crucial para mudança de 

isotipo e para hipermutação somática, esta última relacionada à maturação da afinidade 

(Shimizu et al., 1991; Purkerson & Isakson, 1992; Edry & Melamed, 2007; Abbas et al., 

2008). 
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 Foi proposto que a acumulação de transcritos de linhagem germinativa poderiam 

permitir a expressão de isotipos não-IgM antes da recombinação de mudança. De acordo com 

este modelo, éxons da região constante de transcritos primários de linhagem germinativa são 

processados em trans (trans-spliced) para os segmentos genéticos VDJ derivados de 

transcritos de cadeia pesada µ. Trans-splicing de éxons de transcritos de cadeia pesada µ e 

transcritos de linhagem germinativa γ1, por exemplo, resultam em expressão simultânea de 

IgM e IgG1, e poderia representar um estágio intermediário na mudança de isotipo antes do 

rearranjo do DNA (Esser & Radbruch, 1990; Shimizu et al., 1991; Purkerson & Isakson, 

1992; Popov et al., 1995). 

 

 

 
Figura 7: Mecanismos moleculares da mudança de isotipo da cadeia pesada (adaptado de 
Abbas et al., 2008). 
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1.3.2. Anticorpos Policlonais 
 

 

Os anticorpos contidos no soro policlonal se originam de diferentes linfócitos B, o que 

significa que reagem com vários epítopos de um mesmo antígeno. Isso faz com que sejam 

mais robustos e tolerantes a mudanças que alteram regiões de reconhecimento por um 

determinado anticorpo, mantendo então a reatividade a um determinado antígeno mutado. Por 

esta razão, anticorpos policlonais são preferidos para detecção de proteínas desnaturadas ou 

variantes antigênicos.  

Os anticorpos policlonais são obtidos pela injeção de um determinado antígeno (para o 

qual espera-se obter o anticorpo em questão) em um animal e com a posterior coleta do soro 

após um determinado período de tempo. Este é um processo rápido e relativamente barato e 

pode ser produzido em uma variedade de espécies animais incluindo coelho, cabra, carneiro, 

mula, galinhas, entre outros. A desvantagem da produção do soro policlonal é que no soro os 

anticorpos com determinada especificidade são encontrados em quantidade limitada. Além 

disso, os anticorpos policlonais apresentam especificidades variadas e por isso podem 

produzir reatividade não desejada.   

 

 

1.3.3. Anticorpos Monoclonais 
 

 

Em 1975, Georges Köhler e Cesar Milstein descobriram e empregaram a primeira 

técnica para produzir anticorpos monoclonais de especificidade conhecida. Esta técnica é 

baseada no fato de que cada linfócito B produz anticorpos de uma única especificidade. Como 

os linfócitos B normais não podem crescer indefinidamente, é necessário imortalizar as 

células B que produzem um anticorpo específico. Isto é obtido pela fusão celular, ou 

hibridização somática, entre uma célula B normal produtora de anticorpos, com uma célula de 

mieloma (formando o híbrido). Em seguida há a seleção in vitro em meio seletivo HAT 

(Hipoxantina-Aminopterina-Timidina) dos híbridos, seguida da técnica de ‘diluição limitada’ 

(clonagem) das células fusionadas que secretam anticorpos de especificidade única (clones de 

hibridomas específicos) e pré-determinada (ligando-se somente a um único epítopo), 

realizando-se a triagem destes. Posteriormente é realizada a produção em grande escala, 

deixando-se os hibridomas crescerem em grandes volumes ou em tumores ascíticos de 
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animais singênicos para obtenção dos MAbs de interesse (Leenaars & Hendriksen, 2005; 

Abbas et al., 2008).  

Tradicionalmente, este procedimento ocorre em duas fases que são baseadas no uso de 

animais de laboratório: a primeira sendo a geração de células B, e a segunda fase a produção 

‘em massa’ de MAbs geralmente pelo método de indução de ascite (Leenaars & Hendriksen, 

2005). 

O advento dos MAbs proporcionou um grande avanço na imunologia e demais áreas 

afins, pela possibilidade de produção de grande quantidade de anticorpos homogêneos e 

totalmente caracterizáveis. Esses anticorpos são altamente específicos, sendo uma ferramenta 

para vários testes de pesquisa, caracterização e quantificação de antígenos em pesquisas 

imunológicas, imuno-histoquímicas, diagnóstico, terapia e sendo muito útil no controle de 

qualidade de diversas vacinas e biofármacos (imunobiológicos) (Dewar et al., 2005). 

 

 

1.3.4. Obtenção de Anticorpos a partir de Imunizações Genéticas (GI) 
 

 
Em 1990, a transferência direta de DNA plasmidial no músculo de um animal (modelo 

murino) foi demonstrada (Wolff et al., 1990). Desde este estudo inicial, muitos estudos têm 

sido conduzidos utilizando a imunização a partir de DNA plasmidial contendo um gene de 

interesse visando obter uma resposta imune para a proteína que este gene codifica. 

Imunização com vetores plasmidiais que codificam proteínas antigênicas derivadas de 

patógenos ou células tumorais, denominadas de vacinas de DNA têm sido relatadas para 

indução da imunidade protetora em diversos modelos animais, como camundongos e coelhos 

(Moonsom et al., 2001; Ni et al., 2004; Garmory et al., 2003). 

Uma importante consideração quando otimizamos a eficácia das vacinas de DNA está 

na apropriada escolha do vetor plasmidial. As propriedades de promotores celulares e 

derivados de vírus como o citomegalovírus humano (HCMV) e o símio vírus 40 (SV40) e 

sequências enhancers têm sido intensamente investigadas na pesquisa de promotores com alto 

nível de expressão, tempo de duração e regulação da expressão do gene heterólogo. O 

promotor/enhancer de HCMV providencia altos níveis de expressão em múltiplos tipos 

celulares após ambas transfecções transitórias e estáveis, e é o promotor mais largamente 

utilizado em vacinas de DNA quando comparado com outros promotores (Garmory et al., 

2003; Wright et al., 2005).  
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A expressão eficaz da proteína através da imunização genética também é dependente 

da presença do plasmídio no núcleo celular. Seqüências específicas presentes no DNA 

plasmidial são reconhecidas por determinadas proteínas intracelulares, com as quais formam 

complexos que são endereçados ao núcleo celular. Como importante exemplo, tem-se uma 

seqüência de DNA efetivamente reconhecida que está localizada dentro da região inicial do 

promotor/enhancer do SV40, mostrando-se eficaz no transporte do plasmídio para dentro do 

núcleo (Beláková et al., 2007). 

As vantagens teóricas das vacinas de DNA em relação às vacinas convencionais 

incluem: (i) indução de ambas as respostas imunes humoral (anticorpos) e mediada por 

células; (ii) ser relativamente fácil sua produção; (iii) capacidade de expressar proteínas 

intracelularmente para a indução de respostas de células T citotóxicas; (iv) capacidade de 

expressar proteínas in vivo com conformação nativa e modificações pós-traducionais 

parecidas com as que ocorrem na infecção natural (Shedlock & Weiner, 2000; Ni et al., 2004; 

Bates et al., 2006). 

Nos últimos anos, vários autores têm divulgado a produção de anticorpos policlonais 

utilizando a imunização por DNA plasmidial especialmente para proteínas de difícil 

purificação. Os métodos para produção tanto de anticorpos policlonais como dos MAbs têm 

sido na maioria da vezes através da inoculação de alta concentração plasmidial pela via 

intramuscular (Yeung et al., 1997; Gardsvoll et al., 2000; Moonsom et al., 2001; Tymeiu et 

al., 2002; Puttikhunt et al., 2003;  Ni et al., 2004). 

 
 
 
1.3.4.1. Mecanismo de Ação e Indução da Resposta Imune pela Imunização Genética 
(GI) 
 

 

Segundo Kano e colaboradores (2007, p.713) “inicialmente os mecanismos de 

processamento e apresentação de antígenos em miócitos foram questionados, uma vez que 

estas células não expressam antígenos associados às moléculas do MHC de classe II”, nem 

moléculas coestimulatórias B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86, respectivamente) presentes em 

células especializadas em apresentação de antígenos (APCs), como exemplo as células 

dendríticas. Neste modelo, após a inoculação intramuscular, o DNA é incorporado aos 

miócitos e/ou APCs; os miócitos provavelmente sintetizam e liberam antígenos localmente, os 

quais são processados pelas APCs. O DNA que é endocitado pelas células no sítio de 

inoculação permanece no núcleo celular sem ocorrer integração ao genoma da célula 
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hospedeira. As vias metabólicas da célula hospedeira são utilizadas para os processos de 

transcrição e tradução, resultando na expressão do antígeno protéico (Wahren, 1996; Davis, 

1997; Yeung et al., 1997; Srivastava & Liu, 2003; Kano et al., 2007). 

 Os antígenos expressos são processados pelas APCs e os fragmentos resultantes 

complexados com moléculas do MHC de classe I. Em seguida, estes peptídeos são 

apresentados na superfície celular para o reconhecimento e ativação específica de linfócitos T 

CD8+ citotóxicos (figura 8). Alguns dos antígenos produzidos pelos miócitos são secretados 

para o espaço extracelular, onde podem tanto estimular linfócitos B a produzirem anticorpos 

específicos quanto ser endocitados por outras APCs. O evento pelo qual o antígeno é 

processado por miócitos e entregue às APCs é denominado de Cross-Priming, favorecendo a 

ativação de linfócitos T CD4+ auxiliares. Através da endocitose, os antígenos passam do 

compartimento extracelular para o interior das APCs, os quais são considerados antígenos 

exógenos e desta forma processados em compartimentos celulares distintos daqueles quando o 

antígeno é originado intracelularmente. Os fragmentos protéicos exógenos são complexados 

com moléculas do MHC de classe II e apresentados pelas APCs aos linfócitos T CD4+ 

auxiliares, ativando-os (Davis, 1997; Yeung et al., 1997; Srivastava & Liu, 2003; Donnelly et 

al., 2005; Kano et al., 2007). 

 

 

 

Figura 8: Ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ por APCs via mecanismos distintos de 
processamento do antígeno (Adaptado de Srivastava & Liu, 2003). 
 

 

A imunização genética desta forma resulta na indução de ambas respostas imunes 

humoral e mediada por células, com a estimulação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

simultaneamente (figuras 8 e 9). Alguns autores afirmam que a imunidade adquirida pela 

miócito 

Vacina de DNA 

Vacina de DNA Célula T CD8+ 

Célula T CD4+ 

Vacina de DNA 

miócito 
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imunização genética pode persistir por um prolongado período, devido provavelmente à 

constante expressão endógena do antígeno pela célula hospedeira e à capacidade destes 

antígenos estimularem linfócitos de memória, presumivelmente em linfonodos locais. A 

imunidade humoral é responsável por uma significativa resposta profilática nas infecções e a 

IgG2a tem sido a subclasse de imunoglobulina predominantemente induzida pela imunização 

genética (Vercammen et al., 2000; Beláková et al., 2007). O IFN-γ produzido pelo linfócito 

perfil TH1 é uma importante citocina moduladora de linfócitos B, por possuir função de 

estimular a secreção de IgG2a antígeno-específica (estando relacionada com o Switch 

Recombination da cadeia pesada da imunoglobulina) (Purkerson & Isakson, 1992; Barry & 

Johnston, 1996; Wahren, 1996; Chattergoon et al.,1997; Moonsom et al., 2001; Henke, 2002; 

Ni et al., 2004; Morel et al., 2004; Kano et al., 2007). 

 

 

 

Figura 9: Imunização genética (Donnelly et al., 2005). 
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1.3.4.2. Adjuvantes para Imunização Genética e seu Papel na Imunidade Inata 

 
 

Conforme descrito por Kano e colaboradores (2007), nas vacinas de subunidade, como 

exemplo as vacinas constituídas por proteínas recombinantes, freqüentemente há necessidade 

da utilização de adjuvantes para aumentar a imunogenicidade da proteína heteróloga. Os 

adjuvantes podem ser moléculas derivadas de patógenos como o lipídeo monofosforilado; 

agentes químicos como o anestésico bupivacaína; e seqüências CpGs (Citosina-fosfato-

Guanosina) que ativam células do sistema imune inato, podendo desta forma direcionar para 

uma resposta imune adaptativa (Davis, 1997; Henke, 2002; Donnelly et al., 2005; Kano et al., 

2007). 

 As vacinas de DNA são desenhadas para conter seqüências específicas de 

nucleotídeos que possuem papel crucial na imunogenicidade destas vacinas. Estes motivos 

específicos consistem de dinucleotídeos de CpGs com regiões flanqueadas compostas de duas 

purinas 5’ e duas pirimidinas 3’. Tais motivos (seqüências) são não-metilados e cerca de vinte 

vezes mais comuns no DNA de micro-organismos do que de mamíferos. Funcionalmente, 

estes motivos podem diretamente estimular múltiplos tipos de células imunes incluindo 

monócitos/macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e T. O sistema imune de vertebrados 

detecta a presença do DNA CpG estranho pela ligação com  receptores do tipo Toll-like 5 das 

células APCs, induzindo-as a secretarem citocinas tais como IL-2, TNF-α e IFN-α, críticas 

nas respostas imunes celulares (Hasan et al., 1999; Gurunathan et al., 2000; Henke, 2002; 

Garmory et al., 2003). De acordo com Kano e colaboradores (2007, p.715), “existem 

controvérsias sobre o efeito adjuvante das seqüências CpGs porque nem sempre a 

incorporação em plasmídio demonstrou melhora na resposta imune; entretanto, há resultados 

que demonstram o aumento da imunogenicidade da vacina”. 

 Dano ou irritação tecidual levando à regeneração de miócitos poderia ser importante 

para o aumento da resposta imune por vacinas de DNA, bem com aumentos da transfecção in 

vivo. Estudos iniciais sugeriram que agentes que causassem necrose muscular, tais como a 

cardiotoxina ou o anestésico bupivacaína, aumentariam a resposta imune para vacinas de 

DNA administradas enquanto o músculo estivesse se regenerando. Isto poderia ser devido ao 

aumento da expressão da proteína em miócitos em regeneração, mas o recrutamento de APCs 

através das respostas inflamatórias poderia também possuir papel importante (Wahren, 1996; 

Donnelly et al., 2005). 
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1.3.4.3. Vias de Administração das Vacinas de DNA 
 

 

Inoculações intramusculares de plasmídios de DNA em soluções aquosas são 

relativamente simples e tratam-se de uma via efetiva para a administração da vacina, 

resultando em transfecção direta de algumas células e recaptação por outras na vizinhança do 

local de inoculação. Injeção intradérmica ou subcutânea resultam em transfecção 

principalmente em fibroblastos e queratinócitos, enquanto injeções intramusculares 

transfectam grande quantidade de miócitos (Shedlock & Weiner, 2000). 

Diferentemente, o sistema Gene Gun libera o DNA através do bombardeamento 

(biobalística) de partículas de ouro aderidas com moléculas de DNA plasmidial à altas 

pressões por gás hélio ou dióxido de carbono para dentro das células. Isto favorece a 

penetração direta de muitas partículas plasmidiais para dentro das APCs, amenizando desta 

forma a perda inicial do DNA. Nos trabalhos iniciais avaliando as vias de administração, foi 

necessária uma concentração de DNA pela via intramuscular cerca de cem vezes maior em 

relação ao sistema Gene Gun para proporcionar uma resposta imune semelhante. Assim, a 

eficácia da vacina de DNA varia devido aos vários fatores que podem influenciar nestas vias 

de administração, como dose, vetor, adsorção às partículas, espécie animal e antígeno (Barry 

& Johnston, 1997; Davis, 1997; Shedlock & Weiner, 2000; Donnelly et al., 2005; Beláková et 

al., 2007; Kano et al., 2007). 

A localização celular da proteína, influenciada pela via de administração, é importante 

no tipo de resposta imune gerada (celular ou humoral). A imunização pela via intramuscular 

resulta preferencialmente na indução de forte resposta mediada por células (perfil TH1), sendo 

estas células os linfócitos T citotóxicos antígeno-específicos e associados com a produção de 

anticorpos do isotipo IgG2a; enquanto que o sistema Gene Gun administrado na derme, 

geralmente estimula uma resposta primária humoral, caracterizada por uma rápida progressão 

do perfil TH2 (Barry & Johnston, 1997; Shedlock & Weiner, 2000; Morel et al., 2004; 

Beláková et al., 2007; Kano et al., 2007). 
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Figura 10: Vias de administração das vacinas de DNA (Shedlock & Weiner, 2000). 
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2. OBJETIVOS 
 

 

Geral 

 

Estabelecer metodologias iniciais adequadas à implementação de um ensaio 

imunoenzimático para detecção e quantificação de moléculas recombinantes do IFN-β 

humano. 

 

 

Específicos 

 

 

1. Iniciar a caracterização parcial de um painel de quatorze MAbs anti-IFN-β humano 

recombinante utilizando metodologias imunológicas tais como ELISA e Western-blot. 

 

2. Estabelecer um protocolo de obtenção de anticorpos policlonais anti-IFN-β humano 

utilizando vacinação por DNA plasmidial em coelhos machos Nova Zelândia; 

 

3. Avaliar a expressão do gene do IFN-β humano utilizando três vetores plasmidiais 

previamente construídos quanto à habilidade destes vetores em induzir anticorpos 

policlonais em modelo animal - coelhos machos Nova Zelândia; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1. Obtenção de MAbs anti-IFN-β através de Imunização Genética 
 
 
3.1.1. Contrução dos vetores plasmidiais pZeoSV2+ IFN-β e pcDNA3.1 IFN-β 
 
 
 

Os MAbs anti-IFN-β caracterizados neste trabalho foram obtidos em um estudo 

prévio. Primeiramente, para construção dos vetores plasmidiais contendo o gene do IFN-β 

humano utilizados na imunização genética, o RNA total de células mononucleares da 

circulação periférica (PBMC) de um doador humano saudável foi extraído utilizando-se o kit 

mini-RNeasy (Qiagen, USA). Este RNA foi utilizado como molde para obtenção do gene do 

IFN-β humano através da reação em cadeia da polimerase precedida de transcrição reversa 

(RT-PCR), utilizando-se o kit Superscript III one-step RT-PCR (Invitrogen, USA). Os primers 

utilizados foram: de sentido 5’ (sense posição 17-42 5’ 

CTTCgCCATggAggTTCTgTACTCAC 3’)  e outro no sentido 3’ (antisense posição 730-757 

5’ gTCgCgCCATCggCCgAATTAATTACTC 3’). O fragmento obtido do PCR foi clonado 

em ambos vetores plasmidiais pcDNA3.1 V5 topo e pCR2.1 topo (Invitrogen, USA). A 

construção pZeoSV2+ IFN-β foi obtida através da realização de subclonagem com a 

construção pCR2.1 topo IFN-β, sendo clonado o gene do IFN-β no sítio EcoRI do vetor 

plasmidial pZeoSV2+(Invitrogen, USA). 

 

 

3.1.2. Ensaios de Tranfecção Transitória em células HEK-293-T utilizando as 
construções plasmidiais  

 

 

Ensaios de transfecção transitória foram conduzidos utilizando o método de lipossomo 

não-catiônico e o reagente de transfecção Fugene 6 (Roche, USA), conforme instruções do 

fabricante. Células HEK-293-T obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, USA) 

foram previamente mantidas em meio DMEM (Gibco, USA), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) e 40µg/mL de gentamicina e preparadas em placas de seis cavidades com 

confluência de aproximadamente 80%. Cerca de 1µg de ambos vetores de expressão em 

células de mamíferos pZeoSV2+ IFN-β e pcDNA3.1 IFN-β, purificados com o kit Pure Link 
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HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen, USA), foram utilizados para o ensaio de transfecção. 

Quarenta e oito horas após a transfecção, o sobrenadante foi retirado e testado por ELISA 

para detecção da expressão da proteína do IFN-β através do kit comercial Beta Interferon 

Assay (R&D, USA). 

 

 

3.1.3. Imunização Genética em camundongos BALB/c 
 

 

Para a imunização genética, um protocolo utilizando camundongos adultos BALB/c 

mediante aprovação pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) da Vice-Presidência 

de Desenvolvimento Tecnológico da FIOCRUZ sob o número de licença L-0022/08 (ANEXO 

I) foi utilizado. Os camundongos foram anestesiados e no músculo quadríceps foi injetado o 

agente químico bupivacaína (Pfizer) (0,25µL/g de peso do animal). Após 24 horas, no mesmo 

sítio de administração da bupivacaína, foram inoculados 100µg de ambos vetores pZeoSV2+ 

IFN-β ou pcDNA3.1 IFN-β previamente purificados por gradiente de cloreto de césio (CsCl), 

de acordo com Sambrook e colaboradores (2001). Foram realizadas outras três inoculações 

com intervalos quinzenais, seguindo-se o mesmo procedimento. Após 30 dias da última 

inoculação, amostras de sangue foram coletadas do plexo venoso oftálmico dos camundongos 

para avaliação da produção de anticorpos anti-IFN-β, através do ELISA comercial adaptado 

Beta Interferon Assay (R&D, USA). 

  

 

3.1.4. Obtenção dos MAbs 
 
   

Um mês após a última inoculação em camundongos BALB/c com a construção 

plasmidial pZeoSV2+ IFN-β, estes camundongos foram sacrificados e os esplenócitos foram 

coletados e fusionados com a linhagem celular de mielomas Sp2/0 murina (CRL-1581, 

ATCC), de acordo com Harlow & Lane (1988). Hibridomas secretores de MAbs foram 

identificados por ELISA comercial adaptado Beta Interferon Assay (R&D, USA) e clonados 

por diluição limitante. 
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3.2. Caracterização Parcial dos MAbs anti-IFN-β 

 
3.2.1. Ensaio Imunoenzimático para Isotipagem dos  MAbs anti-IFN- β 
 

Para isotipagem dos MAbs anti-IFN-β obtidos, foi utilizado o kit comercial Mouse 

Mono AB ID (Zymed  Laboratories, USA) seguindo-se as instruções do fabricante. 

Inicialmente, para a etapa de sensibilização foram adicionados 50µL de anticorpo de captura 

(cabra anti-IgG, IgA e IgM de camundongo na concentração de 0,5mg/mL em PBS pH 7,4 

contendo 10% de glicerol e 0,05% de azida sódica - NaN3) em todos os poços de uma placa 

de microtitulação Maxisorp (96 poços) (figura 11). A placa foi incubada a 4ºC durante 

aproximadamente 16 horas.  Para a etapa seguinte de bloqueio, foram adicionados 200µL de 

solução de bloqueio (BSA 1% em PBS pH 7,4) em todos os poços e a placa foi incubada a 

37ºC por 1 hora. Os MAbs anti-IFN-β foram adicionados em volume de 50µL não-diluídos e 

diluídos 1/10. O controle positivo foi também incluído (anticorpo monoclonal de camundongo 

da classe IgG1 em meio RPMI-1640 contendo 10% de Soro Fetal Bovino - SFB). A placa foi 

novamente incubada a 37ºC por 30 minutos e após o tempo de incubação foi lavada (4X de 

200µL/poço) com PBS-T (PBS pH 7,4 contendo Tween 20 0,05%) em lavadora automática 

(BioRad, USA). Na etapa seguinte foi adicionado 50µL de PBS-T (controle negativo), de soro 

normal de coelho (controle negativo), anti-IgG1 (isotipos pré-diluídos em PBS pH 7,4, 

contendo 1% BSA e 0,05% de azida sódica) nos respectivos poços (conforme esquematizado 

na figura 11) e a placa mais uma vez foi incubada a 37ºC por 30 minutos. Após a etapa de 

lavagem (4X de 200µL/poço) com PBS-T, foram adicionados 50µL do conjugado (cabra anti-

coelho - HRP diluído 1/50) em todos os poços e a placa foi incubada a 37ºC por 30 minutos. 

Para revelação, após lavagem com PBS-T, foram adicionados 100µL do substrato pronto para 

uso em todos os poços. A placa foi incubada a temperatura ambiente e monitorada por 30 

minutos, realizando-se posteriormente a leitura a 405 nm em leitora de microplacas modelo 

680 (BioRad, USA). 

 
 



 

 

26

 

Figura 11: Esquema do ELISA de Captura realizado para a Isotipagem dos MAbs. 

 

 

3.2.2. Subclonagem dos clones de hibridomas por diluição limitante 
 

 

A subclonagem dos clones de hibridomas secretores de MAbs anti-IFN-β foi realizada 

através da técnica por diluição limitante em placas de cultura de 96 cavidades, utilizando 

como camada alimentadora, células obtidas da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. 

Os clones selecionados para subclonagem (clones escolhidos 89-CC6 AH7, 89-CC6 AA11 e 

89-CC6 BA11) foram coletados, contados (em câmara de Neubauer) e diluídos em meio de 

clonagem (50% de meio de cultura + 50% de meio metabolizado por 24 horas) nas 

concentrações de 3, 1 e 0,5 células por mL. A partir destas diluições, alíquotas de 0,1 mL 

foram distribuídas em cada cavidade das placas. Estas foram incubadas a 37°C em atmosfera 

úmida contendo 5% de dióxido de carbono. Após 5 dias de cultivo, 50µL de meio de 

clonagem foram adicionados e as cavidades foram observadas, com ajuda do microscópio 

óptico invertido, a fim de detectar aquelas que possuíam, aparentemente, um único clone. A 

partir do 9º dia, foi iniciada a troca do meio a cada 2 dias. Ao redor do 20º dia muitos clones 

já apresentavam bom crescimento e os sobrenadantes foram recolhidos para a pesquisa de 

anticorpos específicos e realização da isotipagem, como descrito em 3.2.1 de Material e 

Métodos. 

 

 

 

PBS-T S.coelho 
 

IgG 1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM κ λ C +  
AMOSTRA 

MAbs 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

A nãodiluído  
 

          IgG 1 

B   1/10            IgG2a 

C nãodiluído  
 

          IgG2b 

D   1/10                       IgG3 

E nãodiluído  
 

          IgA 

F   1/10                 IgM  

G nãodiluído  
 

          κ 

H   1/10                 λ 
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3.2.3. Confirmação da Isotipagem através da Reação da Cadeia da Polimerase – 
Transcrição Reversa (RT-PCR)  
 
  

 Com o propósito de confirmar os resultados obtidos da isotipagem, o RNA total 

extraído dos quatorze clones de hibridomas secretores de cada um dos MAbs anti-IFN-β 

(conforme descrito em 3.1 de Material e Métodos) foi obtido através do kit mini-RNeasy 

(Qiagen, USA). Este RNA foi utilizado como molde para definição dos isotipos IgG, 

conforme descrito por Popov e colaboradores (1995), e IgM, através da reação em cadeia da 

polimerase precedida de transcrição reversa (RT-PCR), utilizando-se o kit Superscript III one-

step RT-PCR (Invitrogen, USA). Foram utilizados os pares de primers para o domínio CH1 da 

Ig (primers degenerados para a região de éxon das quatro subclasses de IgG  - IgU sense, 5’ 

ACA(G/C)CCCCATC(A/G/T)GTCTATCC 3’ - e IgRT antisense, 5’ 

ATGGTT(T/C)TCTCGAT 3’), conforme Popov e colaboradores (1995) e o domínio CH4 da 

Ig (éxon contido somente na cadeia pesada da IgM - sense 5’ 

CCCTGCCACACCTGGTGACC 3’ e antisense 5’ CCTGGTTGAGCGCTAGCATGGTC  

3’, obtidos pelo National Center for Biotechnology Information/nº acesso GI 52358). Como 

controle de extração de RNA, utilizou-se pares de primers específicos para replicação do gene 

da β-actina. 

 

  

 
3.2.4. Produção de Fluídos Ascíticos de MAbs anti-IFN-β 
 
 
 
 
 Os clones de hibridomas produtores de MAbs anti-IFN-β congelados em nitrogênio 

líquido foram descongelados e as células produtoras foram injetadas na cavidade peritoneal de 

camundongos com 3-4 semanas de idade. Todo o procedimento em questão foi conduzido por 

profissionais qualificados e treinados nas técnicas e protocolos específicos (POP: 105040.509 

– Formação de Ascite) e lotados no Laboratório de Anticorpos Monoclonais/LATAM e no 

Laboratório de Experimentação Animal/LAEAN ambos do Instituto de Tecnologias em 

Imunobiológicos - Bio-Manguinhos. 
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3.2.5. Purificação de Fluídos Ascíticos contendo MAbs anti-IFN-β 
 

 

 Volumes de aproximadamente 4mL de cada fluído ascítico correspondente a cada um 

dos MAbs anti-IFN-β foram purificados utilizando o kit Affi-Gel Protein A MAPS II (BioRad, 

USA) de acordo com recomendações do fabricante, com pequenas modificações (Mouta et 

al., 2003). Para cada fluído ascítico, o seguinte procedimento foi seguido: o fluído foi diluído 

1/2 em tampão Binding Buffer MAPS II (BioRad, USA) e filtrado em mini-filtro de 0,45µm 

Millex-HA (Millipore, USA). Um volume de aproximadamente 1,2mL de resina de 

cromatografia de afinidade contendo proteína A (volume calculado de acordo com a 

concentração protéica total de cada fluído ascítico) foi empacotado em uma mini-coluna, que 

foi então lavada e equilibrada com o tampão Binding Buffer MAPS II. O fluído ascítico foi 

aplicado na coluna e um fluxo de pressão, utilizando bomba peristáltica (BioRad, USA) foi 

mantido correspondendo a 1,5mL/min. A coluna foi lavada com Binding Buffer MAPS II e a 

seguir 15 frações de 1,0mL foram coletadas. Cada fração foi avaliada em espectrofotômetro 

medindo-se a densidade óptica (DO) a 280 nm. A pureza das frações foi avaliada em gel SDS-

PAGE aplicando cerca de 5µL de cada fração com DO alta (acima de 1,5 de DO) e os géis 

foram corados utilizando o corante Coomassie Blue preparado conforme instruções do 

fabricante (BioRad, USA). Cada alíquota de anticorpo purificado foi diluída 1/2 em glicerol e 

estocada a -20oC. 

 

 

 
3.2.6. Ensaio imunoenzimático comercial adaptado para detecção de MAbs anti-IFN-β 
 
 
 

Para detecção dos MAbs anti-IFN-β foi realizado um ensaio ELISA comercial 

adaptado, utilizando-se o kit Beta Interferon Assay (R&D, USA) seguindo-se as instruções do 

fabricante com modificações. Inicialmente, para a etapa de sensibilização foram adicionados 

100µL de anticorpo comercial policlonal anti-IFN-β-1b de cabra (R&D Systems, USA) na 

concentração de 2,5ng/µL. A placa foi incubada a 4ºC durante aproximadamente 16 

horas. Após este intervalo, lavou-se a placa 3X em lavadora de microplacas automática 

(Immunowash modelo 1575, BioRad, USA) com tampão de lavagem do kit. Posteriormente, 

foram adicionados 100µL em cada cavidade do antígeno padrão IFN-β do kit na concentração 

de 2pg/µL e para o controle negativo utilizou-se diluente de amostra do kit (Sample Diluent). 
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A placa foi novamente incubada por 1 hora e após esse tempo foi lavada conforme descrito 

anteriormente. Na etapa seguinte foram adicionados 100µL dos MAbs anti-IFN-β 

previamente purificados dos fluídos ascíticos produzidos, não-diluídos e diluídos ½, 1/5, 1/20 

e 1/50, e em paralelo 100µL do MAb comercial anti-IFN-β humano do kit (controle positivo) 

na concentração de 1,0ng/µL, sendo a placa mais uma vez incubada por 1 hora. Após a etapa 

de lavagem, foram adicionados 100µL do conjugado de peroxidase com imunoglobulinas 

anti-mouse polivalentes (IgG, IgA e IgM – Imunoglobulina total) (Sigma, USA) diluídos 

1/2500 em todos os poços e a placa foi incubada por 1 hora. Para revelação, após lavagem, 

foram adicionados 100µL do substrato pronto para uso do kit em todos os poços. A placa foi 

incubada a temperatura ambiente e monitorada por 15 minutos, adicionando-se a solução stop 

do kit e posteriormente realizando-se a leitura a 450nm em leitora de microplacas Thermo 

Plate Reader. 

 

 

 

3.2.7. Ensaio de Western-blot dos MAbs anti-IFN-β 
 
 
 

Sobrenadantes de cultura de células HEK-293-T expressando transitoriamente a 

proteína recombinante do IFN-β, purificados e concentrados ou não, e/ou IFN-β recombinante 

(controle comercial R&D, USA) foram submetidos à eletroforese de SDS-PAGE. Para a 

realização da eletroforese foi utilizado o sistema Miniprotean III (BioRad, USA), conforme 

instruções do fabricante. A seguir os géis foram transferidos para membrana Hybond-P PVDF 

(Amersham, USA) por 30 minutos a 20V, utilizando o equipamento Semi-dry (BioRad, 

USA), conforme instruções do fabricante. Membranas com proteínas transferidas foram 

coradas com solução de Ponceau preparada conforme instruções do fabricante (BioRad, 

USA) e submetidas à reação de Western-blot, seguindo protocolos padrões (Vianna et al., 

2006). Os MAbs previamente purificados (e quantificados) a partir de cada fluído ascítico, 

diluídos 1/200 foram avaliados pela reação de Western-blot utilizando-se o conjugado HRP 

anti-mouse (Promega, USA) diluído 1/3000 e o conjugado HRP anti-cabra (BioRad, USA) 

diluído 1/1000 para análise do anticorpo policlonal comercial anti-IFNβ-1b humano 

recombinante (R&D Systems, USA) (controle positivo), por revelação com 

quimioluminescência, utilizando o kit ECL (GE-Healthcare), conforme instruções do 

fabricante. 
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3.3. Obtenção de Soro Policlonal anti-IFN-β através de Imunização Genética 
 
 
 3.3.1. Construção do Vetor Plasmidial pCINeo IFN-β 
 

 

 A clonagem do gene do IFN-β no vetor plasmidial pCINeo (Promega, USA) foi 

realizada por subclonagem a partir da construção plasmidial pZeoSV2+ IFN-β. Para isso o 

plasmídio pZeoSV2+ IFN-β previamente purificado foi clivado com as endonucleases de 

restrição HincII  e DraI seguindo instruções do fabricante (Invitrogen, USA). De acordo com o 

mapa de restrição, a dupla clivagem enzimática deu origem ao fragmento de 768 pares de 

bases (pb) que corresponde ao gene do IFN-β isolado. O fragmento foi purificado após toda a 

clivagem ter sido aplicada em um gel de agarose de 0,8% e isolado o fragmento desejado por 

purificação do gel utilizando o kit Wizard PCR Clean Up (Promega, USA). A seguir o vetor 

plasmidial pCINeo foi clivado com a endonuclease de restrição SmaI (Invitrogen, USA), 

conforme instruções do fabricante; uma vez linearizado, foi desfosforilado utilizando a 

enzima fosfatase alcalina obtida de camarão (SAP), conforme instruções do fabricante 

(Promega, USA). Para realização da subclonagem utilizando a enzima T4 DNA ligase 

(Invitrogen, USA), conforme instruções do fabricante, o vetor desfosforilado e o inserto 

purificado foram quantificados utilizando a plataforma de quantificação Qubit (Invitrogen, 

USA). A ligação foi realizada com base em uma proporção entre vetor (0,1µg) e inserto (1µg) 

de 1:10 (Sambrook et al., 2001). Para visualização dos plasmídios clivados ou não com a 

endonuclease de restrição NdeI (New England, BioLabs), foi utilizada eletroforese em gel de 

agarose 0,8% ou 1% e os géis corados com brometo de etídio (0,5µg/mL) sendo visualizados 

sob luz ultravioleta utilizando um transiluminador, conforme descrito por Sambrook e 

colaboradores (2001).  

 

 

3.3.2. Transformação Bacteriana com a Construção Plasmidial pCINeo IFN-β e 
obtenção de Clones Plasmidiais Recombinantes 

 

 

Cerca de 10% do volume da ligação descrita no item 3.3.1 foi utilizada para 

transformar células bacterianas cepa TOP 10 (Invitrogen, USA) previamente preparadas para 

competência por choque térmico conforme protocolo clássico descrito por Sambrook e 
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colaboradores (2001). Após transformação, cerca de 10 colônias bacterianas crescidas em 

placa de Petri contendo meio de cultivo Luria Bertani (LB) sólido (meio LB líquido contendo 

15g/L de Agar – ver meio LB líquido) resistentes ao antibiótico ampicilina (100µg/mL) foram 

selecionadas e passadas cada uma separadamente para 5mL de meio LB líquido (10g/L de 

triptona; 5g/L de extrato de levedura; 10g/L de NaCl) contendo 50µg/mL de ampicilina. Os 

tubos foram incubados por aproximadamente 16 horas a 37ºC e processados para 

minipreparação plasmidial rápida conforme descrito por Rezende e colaboradores (2005) e/ou 

utilizando o kit comercial High Pure Plasmid Isolation (Roche, USA). Plasmídios 

recombinantes (contendo o gene do IFN-β) foram confirmados por clivagem com a 

endonuclease de restrição NdeI (New England, BioLabs), conforme descrito no item anterior. 

Os clones recombinantes foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 0,8% ou 1% foi 

utilizada e os géis corados com brometo de etídio (0,5µg/mL) foram visualizados sob luz 

ultravioleta utilizando um transiluminador, conforme descrito por Sambrook e colaboradores 

(2001). Estoques de glicerol das culturas de bactérias contendo plasmídios recombinantes 

foram obtidos e mantidos a -70ºC, também conforme descrito por Sambrook e colaboradores 

(2001). 

 

 

3.3.3. Gigapreparações Plasmidiais das Construções contendo o gene do IFN-β e 
controles  
 

 

 As figuras 12A, 12B e 12C ilustram os mapas dos plasmídios de expressão em células 

de mamíferos utilizados neste projeto. As construções plasmidiais contendo o gene do IFN-β 

e referentes aos plasmídios 12A e 12B foram obtidos previamente ao início deste trabalho. 

Cada construção plasmidial correspondendo aos clones recombinantes (contendo o gene IFN-

β) cresceu em volumes de 2,5 litros de meio de crescimento, sendo purificadas utilizando o kit 

comercial QIAfilter Plasmid Giga (Qiagen, USA), conforme instruções do fabricante. Após 

purificação, os plasmídios foram quantificados utilizando a plataforma de quantificação Qubit 

(Invitrogen, USA).  
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Figura 12A: Mapa do plasmídio comercial pcDNA3.1 utilizado neste trabalho, obtido da 
Invitrogen, USA (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pcdna3.1topota_man.pdf). 
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Figura 12B: Mapa do plasmídio comercial pZeoSV2 utilizado neste trabalho, obtido da 
Invitrogen, USA (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pzeosv2_man.pdf). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12B 
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Figura 12C: Mapa do plasmídio comercial pCINeo utilizado neste trabalho, obtido da 
Promega, USA (http://www.promega.com/tbs/tb215/tb215.pdf). 

12C 
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3.3.4. Ensaios de Transfecção Transitória em células HEK-293-T utilizando as 
Construções Plasmidiais  
 

 

 Ensaios de transfecção transitória foram conduzidos utilizando o método de lipossomo 

não-catiônico e o reagente de transfecção Fugene 6 (Roche, USA), conforme instruções do 

fabricante. Células HEK-293-T previamente mantidas em meio DMEM (Gibco, USA) 

contendo antibióticos, glicose 4,5% e preparadas em placas de seis cavidades foram utilizadas 

nestes ensaios. Para controle da transfecção, além dos plasmídios controles, foi utilizado o 

plasmídio repórter pDM14, o qual expressa o antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg), conforme descrito por Mouta e colaboradores (2003). Quarenta e oito horas após a 

transfecção, o sobrenadante foi retirado e testado para detecção da expressão da proteína do 

IFN-β ou da proteína repórter. 

 

 

3.3.5. Ensaio imunoenzimático para detecção da proteína do IFN-β, utilizando as 
Construções Plasmidiais  
 

 

 Os kits de detecção das proteínas expressas no ensaio de transfecção transitória em 

sobrenadantes conforme descrito no item 3.3.4, diluídos ou não, foram respectivamente, o 

Beta Interferon Assay (R&D, USA) para detecção da proteína do IFN-β recombinante e 

Bioelisa HBsAg (Biokit, Espanha) para detecção da proteína repórter (HBsAg). 

  

 

3.3.6. Inoculação das Construções Plasmidiais em Modelo Coelhos Nova Zelândia 
 
 
 

Um protocolo de inoculação utilizando o modelo experimental coelhos machos Nova 

Zelândia e diferentes plasmídios de expressão em células de mamíferos (descritos acima) foi 

aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) na Vice-Presidência de 

Desenvolvimento Tecnológico da FIOCRUZ sob o número de licença L-0022/08 (ANEXO I). 

Em linhas gerais, vinte quatro horas previamente a cada primeira inoculação plasmidial foi 

administrado subcutaneamente no dorso do animal o agente químico bupivacaína (Pfizer) 

(2,5µL/g de peso do animal), visando a sensibilização local. Cada construção plasmidial 
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previamente purificada, conforme descrito no item 3.3.3, foi inoculada intramuscularmente 

(500µg/mL cada dose) perfazendo um total de cinco inoculações/doses, com intervalos de 

aproximadamente 7-10 dias. Ao final do experimento, o soro total obtido através da realização 

da punção cardíaca de cada animal inoculado foi testado pela técnica de Western-blot por 

revelação com quimioluminescência. 

  

 

3.3.7. Western-blot do Soro Imune de Coelhos Nova Zelândia Inoculados com as 
Construções Plasmidiais  
 
 
 

Sobrenadantes de cultura de células HEK-293-T expressando transitoriamente a 

proteína recombinante do IFN-β, purificados e concentrados ou não, e/ou IFN-β recombinante 

(controle comercial R&D, USA) foram submetidos à eletroforese de SDS-PAGE. Para a 

realização da eletroforese foi utilizado o sistema Miniprotean III (BioRad, USA), conforme 

instruções do fabricante. A seguir os géis foram transferidos para membrana Hybond-P PVDF 

(Amersham, USA) por 30 minutos a 20V, utilizando o equipamento Semi-dry (BioRad, USA), 

conforme instruções do fabricante. Membranas com proteínas transferidas foram coradas com 

solução de Ponceau preparada conforme instruções do fabricante (BioRad, USA) e 

submetidas à reação de Western-blot por revelação com quimioluminescência, seguindo 

protocolos padrões (Vianna et al., 2006). Os soros pré-imunes e imunes diluídos 1/2 foram 

avaliados pela reação de Western-blot utilizando-se o conjugado HRP anti-coelho (Sigma, 

USA) diluído 1/3000 e o conjugado HRP anti-cabra (BioRad, USA) diluído 1/1000 foi 

utilizado para análise do anticorpo policlonal comercial anti-IFNβ-1b humano recombinante 

(R&D Systems, USA) (controle positivo), por revelação com quimioluminescência, utilizando 

o kit ECL (GE-Healthcare), conforme instruções do fabricante. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Caracterização parcial dos MAbs anti-IFN-β 
 
4.1.1. Ensaio Imunoenzimático para Isotipagem dos MAbs anti-IFN-β 
 
 

Dos 94 hibridomas produzidos, à princípio dezoito mostraram-se positivos para 

anticorpos anti-IFN-β. Cada sobrenadante dos clones de hibridomas contendo MAbs anti-

IFN-β humano foi submetido a caracterização quanto ao isotipo, conforme descrito 

anteriormente. Os gráficos a seguir (4.1.1A, 4.1.1B, 4.1.1C e 4.1.1D) mostram os resultados 

obtidos após a isotipagem. Quatro MAbs (89-CC6 BA12, 89-CC6 AA12, 89-CC6 CC2 e 89-

CC6 AD2) foram negativos no teste posterior (não-diluído ou diluído 1/10), por isso sendo 

desconsiderados neste estudo. Os quatorze MAbs restantes foram positivos para as 

imunoglobulinas do subtipo IgG2a e IgM simultaneamente e também reagiram positivamente 

para a cadeia leve Kappa. 
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Gráfico 4.1.1A: Resultados de absorbância obtidos no ELISA para isotipagem dos 
sobrenadantes dos clones de hibridomas com/e sem MAbs anti-IFN-β. 

 
 
 
 
 
 
 
 

ELISA Captura – Isotipagem dos MAbs 
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ELISA de Captura - Isotipagem dos MAbs (1)

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.PBS-T  2. S. coelho  3. IgG1  4.IgG2a  5.IgG2b  
6.IgG3  7.IgA  8.IgM  9.kappa  10. lambda

V
al

or
es

 d
e 

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (
a 

40
5 

nm
)

CH4  

AA11     

AA10     

C+   IgG1

C+   kappa

 
 

                        
                            4.1.1C 
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Gráficos 4.1.1B, C e D: Resultados de absorbância obtidos no ELISA para isotipagem dos  
sobrenadantes dos clones de hibridomas com/e sem MAbs anti-IFN-β.  
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4.1.2. Subclonagem e Ensaio Imunoenzimático para Isotipagem dos MAbs anti-IFN-β 
 

 

 Após realização da subclonagem por diluição limitante dos clones MAbs 89-CC6 

AH7, 89-CC6 AA11 e 89-CC6 BA12, um novo teste de isotipagem foi realizado (gráfico 

4.1.2A e 4.1.2B) e os clones MAbs 89-CC6 AH7 e 89-CC6 AA11 continuaram expressando 

simultaneamente os subtipos IgG2a e IgM de cadeia pesada e cadeia leve kappa, enquanto o 

clone 89-CC6 BA12 confirmou o resultado negativo previamente apresentado. 
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Gráficos 4.1.2A e B: Resultados de absorbância obtidos no ELISA para isotipagem da etapa 
de subclonagem dos sobrenadantes dos clones de hibridomas com/e sem MAbs anti-IFN-β.  
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4.1.3. Reação da Cadeia da Polimerase – Transcrição Reversa (RT-PCR) para 
confirmação dos resultados da Isotipagem 
 
  

 Com o objetivo de confirmar os resultados obtidos da isotipagem, o RNA total 

extraído dos clones de hibridomas secretores de cada um dos diferentes MAbs anti-IFN-β 

(conforme descrito em 3.1 de Material e Métodos) foi utilizado como molde na reação da 

cadeia da polimerase/RT-PCR para definição das classes dos MAbs, conforme descrito por 

Popov e colaboradores (1995). Através de pares de primers específicos para os domínios CH1 

(primers degenerados para a região de éxon das quatro subclasses de IgG) e CH4 (éxon 

contido somente na cadeia pesada da IgM), confirmou-se através dos perfis eletroforéticos 

(figura 13) a expressão simultânea das classes de IgG e IgM pelos clones de hibridomas 

secretores MAbs anti-IFN-β humano recombinante. 
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               A                                                                      B 

 

                                               C 

 

Figura 13: Análise eletroforética dos produtos da RT-PCR dos clones de hibridomas. 
Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos da RT-PCR utilizando primers específicos 
para amplificar o RNA mensageiro das IgG (A), IgM (B) ou β-actina (controle) (C) contido 
no RNA total extraído de clones de hibridomas secretores dos MAbs anti-IFN-β humano 
recombinante (A, B e C – canaletas de 3 à 8) ou de clones de hibridomas secretores de 
anticorpos IgG ou IgM utilizados como controles positivos (A, B e C - canaleta 1: controle 
positivo IgG; canaleta 2: controle positivo IgM).  Em A, B e C a canaleta 9 corresponde ao 
controle de mix da RT-PCR e a canaleta 10 em A, B e C corresponde ao marcador de 100bp 
DNA Ladder (Invitrogen, USA). As bandas positivas para IgG, IgM e β-actina correspondem 
respectivamente a 1.450 pb, 150 pb e 385 pb. 
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4.1.4. Purificação dos Fluídos Ascíticos contendo MAbs anti-IFN-β 
 

 

A pureza das frações de cada fluído ascítico purificado utilizando o kit Affi-Gel 

Protein A MAPS II (BioRad, USA), referente a cada um dos quatorze MAbs, foi avaliada em 

gel SDS-PAGE. 

A análise em SDS-PAGE (figura 14) evidenciou duas bandas que apresentaram 

massas molares de aproximadamente 25 e 55 KDa, sendo esta separação eletroforética 

equivalente ao padrão de migração observado para as proteínas de cadeias leves e pesadas de 

IgG, respectivamente (neste caso, a IgG2a). 

 

                                      1            2              3           4          5          6         7               

   

Figura 14: Gel SDS-PAGE para a análise das frações coletadas da purificação do fluído 
ascítico referente ao clone 89-CC6 AA11 utilizando o kit Affi-Gel Protein A MAPS II 
(BioRad, USA) de acordo com recomendações do fabricante, com pequenas modificações 
(Mouta et al., 2003). Canaleta 1: Marcador BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder; 
Canaleta 2: vazio; Canaletas de 3 à 7: frações coletadas da purificação do fluído ascítico clone 
89-CC6 AA11 (MAb IgG2a anti-IFN-β).  

55 KDa 

25 KDa  

48 KDa 

24,5 KDa 
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4.1.5. Ensaio Imunoenzimático comercial adaptado 
 
 
4.1.5.1. ELISA dos fluídos ascíticos para detecção dos MAbs anti-IFN-β  
 
 
 

O ELISA comercial adaptado foi realizado para análise dos fluídos ascíticos dos 

quatorze clones de hibridomas secretores de MAbs anti-IFN-β. Através do gráfico dos valores 

obtidos de absorbância (gráfico 4.1.5.1), podemos verificar que os fluídos ascíticos referentes 

aos clones denominados 89-CC6 AG8, 89-CC6 AE6, 89-CC6 AE9, 89-CC6 AH7, 89-CC6 

AA11, 89-CC6 AB1 e 89-CC6 AA4 apresentaram maiores reatividades à proteína do INF-β 

(com valores de absorbância acima 1,0), na diluição de 1/50 em comparação aos controles 

positivos. 
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Gráfico 4.1.5.1: Detecção dos MAbs anti-IFN-β humano recombinante nos fluídos ascíticos. 
Os clones MAbs denominados 89-CC6 AE9, 89-CC6 AG8, 89-CC6 AC9, 89-CC6 AE6, 89-
CC6 AH7, 89-CC6 AD6, 89-CC6 AA11, 89-CC6 CH4, 89-CC6 AH10, 89-CC6 AA10, 89-
CC6 AB1, 89-CC6AF9, 89-CC6 AA4 e 89-CC6 BA11 foram avaliados em relação a sua 
reatividade, sendo medida através do ELISA comercial adaptado. Foram testados 100µL de 
cada fluído ascítico diluído 1/50 em PBS. Os valores de absorbância foram medidos a 450nm. 
Foram incluídos MAb anti-IFN-β humano (controles positivos 1 e 2), sobrenadantes de 
mielomas murinos Sp2/0 (controles negativos 1 e 3) e fluídos ascíticos não-secretores de anti-
IFN-β humano recombinante (controle negativo 2). 

Fluídos ascíticos diluídos 1/50 contendo MAbs anti-IFN-β  e controles 

ELISA  
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4.1.5.2. ELISA com o MAb clone 89-CC6 AA11 IgG2a anti-IFN- β 
 

 

 O ELISA comercial adaptado foi realizado para análise do MAb clone 89-CC6 AA11 

purificado. O resultado é apresentado no gráfico 4.1.5.2, mostrando positividade do MAb nas 

diluições de ½, 1/5, 1/20 e 1/50. 

 

                     

Gráfico 4.1.5.2: Resultado do ELISA comercial adaptado do MAb clone 89-CC6 AA11 
IgG2a anti-IFN-β nas diluições ½, 1/5, 1/20, 1/50 e controles positivos e negativos. 
 
 
 
4.1.6. Ensaio de Western blot dos MAbs IgG2a anti-IFN-β 
 
 
 
 O ensaio de Western-blot foi realizado para os MAbs IgG2a anti-IFN-β clones 89-CC6 

CH4, 89-CC6 BA11 e 89-CC6 AG8. Analisando-se a figura 15 (A e B), podemos observar 

que o MAb IgG2a 89-CC6 AG8 apresentou reatividade à duas isoformas para a proteína do 

IFN-β, uma de 16KDa e outra de 18KDa. Os clones 89-CC6 CH4 e 89-CC6 BA11 

apresentaram somente reatividade para a isoforma da proteína de 16KDa, conforme 

analisados em relação ao controle positivo comercial. 
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                               A        1           2           3           4                       B     1         2  
   

                   
  

Figura 15: Reatividade do MAb anti-IFN-β no ensaio de Western-blot.  
A. Reatividade do anticorpo policlonal comercial anti-IFNβ-1b humano recombinante - 
controle positivo (canaleta 1) com sobrenadantes de célula HEK-293-T transfectada com 
pcDNA3.1 IFN-β, expressando o IFN-β humano recombinante. MAb IgG2a anti-IFN-β 
purificado com proteína A e diluído 1/60 (clone 89-CC6 CH4 – canaleta 2) reagindo com 
sobrenadantes de célula HEK-293-T não-transfectada (controle negativo). MAb IgG2a anti-
IFN-β clone 89-CC6 CH4 (canaleta 3) reagindo com o IFN-β contido em sobrenadantes de 
célula HEK-293-T transfectada com pcDNA3.1 IFN-β, expressando o IFN-β humano 
recombinante. MAb IgG2a anti-IFN-β clone 89-CC6 BA11 (canaleta 4) reagindo com o IFN-
β contido com sobrenadantes de célula HEK-293-T transfectada com pcDNA3.1 IFN-β, 
expressando o IFN-β humano recombinante  
B. Reatividade do anticorpo policlonal comercial anti-IFN-β-1b – controle positivo (canaleta 
1) com IFN-β comercial; MAb IgG2a anti-IFN-β purificado com proteína A e diluído 1/60 
(clone 89-CC6 AG8 – canaleta 2) com IFN-β comercial. As setas em negrito apresentam as 
formas monoméricas do IFN-β com 16, 18 e 22,5 KDa.  

 
  

4.2. Obtenção de soro policlonal anti-IFN-β através da Imunização Genética 
 

4.2.1. Obtenção da construção plasmidial pCINeo IFN-β  
 

 

O vetor plasmidial pCINeo e o inserto IFN-β foram preparados e submetidos à ligação 

conforme descrito no item 3.3.1. de Material e Métodos. Após transformação bacteriana com 

a construção plasmidial pCINeo IFN-β, a clivagem com a endonuclease de restrição NdeI 

confirmou a presença do gene do IFN-β clonado no plasmídio pCINeo. A figura 16.2 

18 KDa 

18 KDa 

16 KDa 16 KDa 

22,5 KDa 
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apresenta o resultado obtido e a liberação de um fragmento com aproximadamente 1.500 pb, 

que através do mapa dos sítios de restrição em relação ao gene do IFN-β recombinante 

humano (figura 16.1), confirma que este inserto foi clonado na orientação correta. 

 

 

 
 
Figura 16.1: Mapa dos sítios de restrição da construção plasmidial pCINeo estando com o 
gene do IFN-β humano inserido na orientação correta e os sítios de restrição para a 
endonuclease NdeI (intervalo entre os sítios de restrição NdeI de aproximadamente 1.500pb – 
conforme setas em negrito) (http://tools.neb.com/NEBcutter2/cutshow.php?name=b7072c87). 
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                                                           1         2         3          4        5 

                                                                                       
 
Figura 16.2: Eletroforese em gel de agarose a 1,0% da clivagem da construção plasmidial 
pCINeo-IFN-β com a endonuclease NdeI. Canaletas: (1): Marcador 100pb DNA Ladder 
(Invitrogen, USA); (2): pCINeo IFN-β não-clivado (8µL), (3) pCINeo IFN-β clivado (23µL), 
sendo a banda com aproximadamente 1.500 pb a do fragmento do gene do IFN-β 
recombinante humano; (4): pCINeo controle não-clivado (8µL); e (5) pCINeo controle 
clivado (23µL). 
 
 
 
 
4.2.2. Gigapreparações Plasmidiais das Construções contendo o gene do IFN-β e 
controles 
 
 
  

A figura 17 apresenta a análise de alíquotas preparadas das fases (1-4) do processo de 

purificação da construção plasmidial pCINeo IFN-β e o plasmídio controle negativo sem 

inserto, utilizando o kit de gigapreparação plasmidial QIAfilter Plasmid Giga (Qiagen, USA).  

Através das gigapreparações, foram obtidos os rendimentos de 6,2mg/mL de 

pZeoSV2+ IFN-β, 8,5mg/mL de pZeoSV2+, 12,6mg/mL de pcDNA3.1 IFN-β, 8,7mg/mL de 

pcDNA3.1, 8,4mg/mL de pCINeo IFN-β e 1,8mg/mL de pCINeo, estando somente mais 

baixos os rendimentos para os plasmídios pZeoSV2+ IFN-β e pCINeo em relação aos 

rendimentos esperados entre 7,5-10mg para o kit QIAfilter Plasmid Giga (Qiagen, USA). 

 

 

 

 

 

 

1.500 pb  

2.072 pb 



 

 

48
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose a 0,8% das alíquotas das frações das etapas de 
purificação com o kit QIAFilter Plasmid Giga (1): Marcador 1Kb Plus Ladder (Invitrogen, 
USA); (2): pCINeo IFN-β - Fase 1: lisado de bactérias antes de ser purificado (3) e (4) 
pCINeo IFN-β - Fases 2 e 3 da purificação; (5) pCINeo IFN-β - Fase 4: plasmídio eluído da 
coluna purificado; (6) vazio; (7) pCINeo controle - Fase 1: antes de ser purificado na coluna 
(8) e (9) pCINeo controle - Fases  2 e 3 da purificação; (10) pCINeo controle - Fase 4: 
plasmídio eluído da coluna, purificado. 
 
 
 
 
4.2.3. Ensaios de Transfecção Transitória em células HEK-293-T utilizando as 
construções plasmidiais analisados por ELISA 
 

 

 Ensaios de transfecção transitória foram conduzidos para as construções pcDNA3.1 

IFN-β, pZeoSV2+ IFN-β e pCINeo IFN-β e seus respectivos controles. O gráfico 4.2.3 

apresentou resultados positivos uma vez que foi possível detectar a proteína do IFN-β para as 

três construções plasmidiais. A absorbância foi maior para a construção pcDNA3.1 IFN-β do 

que para as construções pCINeo IFN-β e pZeoSV2+ IFN-β na diluição de 1/5. 
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Gráfico 4.2.3: Resultados do ELISA para o ensaio dos sobrenadantes das transfecções 
transitórias realizadas com as células HEK-293-T e as construções plasmidiais pcDNA3.1 
IFN-β, pZeoSV2+ IFN-β e pCINeo IFN-β e seus respectivos controles, na diluição de 1/5. 
 

 

 

4.2.4. Avaliação do soro imune dos coelhos Nova Zelândia inoculados com as 
construções plasmidiais  
 
 
 
 A realização do protocolo de experimentação com coelhos Nova Zelândia conduzida 

no Laboratório de Experimentação Animal – LAEAN foi realizada em duas etapas (Tabela 2), 

devido às condições físicas da área laboratorial. Na primeira etapa, inocularam-se 

intramuscularmente três coelhos, cada um utilizando 500µg/mL de plasmídio purificado. O 

primeiro coelho recebeu o plasmídio pcDNA3.1 IFN-β, o segundo coelho recebeu o plasmídio 

pcDNA3.1 sem inserto (controle plasmidial) e o terceiro coelho recebeu solução tampão 

fosfato - PBS (controle).  
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Tabela 2: Dados do experimento em modelo animal coelhos machos Nova Zelândia. 
 

 
Etapas do 

experimento 
 

 
Nº do  

Coelho 

 
Plasmídio 
 inoculado 

 
1 pcDNA 3.1 IFN-β 
2 pcDNA 3.1 controle  

 
1 
 3 PBS (controle) 

4 pCINeo IFN-β 
5 pCINeo controle 
6 pZeoSV2+ IFN-β 
7 pZeoSV2+ controle 

 
 
2 

8 pcDNA 3.1 IFN-β 

 

 

 

 O sangue coletado e processado para obtenção do soro policlonal foi obtido do 

primeiro coelho somente até a segunda sangria (um total previsto de cinco inoculações 

conforme descrito no item 3.3.6 de Material e Métodos), devido este coelho adquirir uma 

protozoose conduzindo-o a óbito, antes que o experimento pudesse ser concluído. Os demais 

soros coletados dos outros dois coelhos controles foram obtidos até a quinta sangria (sangria 

total), realizando-se posteriormente a avaliação por Western-blot. 

Conforme analisado na figura 18, os soros coletados do coelho inoculado com 

plasmídio pcDNA3.1 IFN-β, avaliados desde a pré-sangria até a segunda sangria não 

apresentaram perfis diferentes no ensaio de Western-blot, inclusive apresentando uma 

reatividade inespecífica com alguma proteína encontrada na faixa de 20 KDa, bem como os 

controles apresentaram-se semelhantes, não aparecendo nenhuma banda com massas 

moleculares de 18 e/ou 22,5 KDa (massas molares da proteína do IFN-β).  

A segunda fase do protocolo experimental (inoculação dos plasmídios pZeoSV2+, 

pZeoSV2+ sem inserto/controle, pCINeo IFN-β e pCINeo sem inserto/controle) foi conduzida 

a intervalos entre as inoculações e sangrias de três semanas, afim de obtermos resultados para 

futuras avaliações e comparações em relação a primeira etapa da experimentação e repetindo-

se a inoculação com plasmídio pcDNA3.1 IFN-β, para avaliação até a quinta sangria (sangria 

total). 

 
 

 
 
 



 

 

51

 
 
 
 
 
                                        A                                                  B                                           

 
                                       1         2          3         4              5          6        7        

 

                                   
 

                        
Figura 18: Análise dos soros dos coelhos machos Nova Zelândia por Western blot.  
A. Reatividade do anticorpo policlonal comercial anti-IFNβ-1b humano recombinante – 
controle positivo (canaleta 1) com IFN-β comercial; Soros pré-sangria (canaleta 2), primeira 
sangria (canaleta 3) e segunda sangria (canaleta 4) do coelho inoculado com o plasmídio 
pcDNA3.1 IFN-β incubado com sobrenadantes de célula HEK-293-T transfectada com 
pcDNA3.1 IFN-β expressando o IFN-β humano recombinante. 
B. Soros pré-sangria (canaleta 5), segunda sangria (canaleta 6) e sangria total (canaleta 7) do 
coelho inoculado com o plasmídio pcDNA3.1 controle reagindo com sobrenadantes de célula 
HEK-293-T transfectada com pcDNA3.1 IFN-β, expressando o IFN-β humano recombinante. 
As setas mostram a formas monoméricas do IFN-β com 18 e 22,5 KDa de massas 
moleculares. 
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5. DISCUSSÃO  
 

 

 A inoculação de plasmídios contendo genes de interesse possibilita a expressão de 

proteínas heterólogas in vivo com estruturas similares às nativas e a geração de respostas 

imunes celulares e humorais específicas frente a estes antígenos protéicos. Esta estratégia é 

uma técnica atrativa e eficaz para geração de anticorpos específicos para proteínas de difícil 

purificação (Davis, 1997; Yeung et al., 1997; Gardsvoll et al., 2000; Shedlock & Weiner, 

2000; Moonsom et al., 2001; Tymeiu et al., 2002; Puttikhunt et al., 2003; Ni et al., 2004; 

Bates et al., 2006; Beláková et al., 2007; Chiarella & Fazio, 2008). 

Os MAbs anti-IFN-β analisados neste trabalho foram obtidos por imunização genética 

utilizando a construção plasmidial pZeoSV2+ IFN-β. Conforme descrito por Beláková e 

colaboradores (2007), o sucesso da resposta imune gerada por este tipo de imunização, 

poderia ser justificado pela presença de seqüências gênicas contidas dentro da região inicial 

do promotor/enhancer do SV40 deste plasmídio. Estas sequências são importantes no 

transporte do plasmídio para dentro do núcleo da célula e pela adequada expressão do IFN-β 

humano recombinante e consequentemente pela geração de anticorpos anti-IFN-β. Podemos 

atribuir também este sucesso ao protocolo experimental murino empregado, o qual utilizou-se 

previamente o agente químico bupivacaína à cada primeira inoculação, buscando-se aumentar 

o recrutamento de APCs ao local da inoculação visando aumentar a resposta imune da 

imunização genética (Wahren, 1996; Donnelly et al., 2005), bem como a utilização de  

intervalos quinzenais entre as inoculações. 

Devido à falta no mercado de kits de detecção de anticorpos anti-IFN-β, foi necessário 

o estabelecimento de um ELISA comercial adaptado para a seleção dos MAbs anti-IFN-β. 

Este ELISA constou de uma adaptação do kit Beta Interferon Assay (R&D, USA), para que o 

mesmo pudesse detectar os MAbs anti-IFN-β. A reatividade dos MAbs foi avaliada com base 

na utilização do controle positivo comercial e de controles negativos. Nenhum ajuste foi 

realizado quanto à avaliação de diferentes tampões de bloqueios, concentrações de anticorpos 

captura, detector e conjugado. Para avaliar a positividade dos MAbs anti-IFN-β, foi utilizado 

preferencialmente o fluído ascítico e sobrenadantes dos clones de hibridomas relativos a cada 

um dos quatorze MAbs anti-IFN-β, porque tais fontes de MAbs continham as duas classes de 

imunoglobulinas (IgM e IgG2a).  

Uma vez purificado o fluído ascítico, devido a seletividade da resina de purificação a 

qual é especifica para IgG (por possuir grande afinidade pela região constante das subclasses 
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de IgG, particularmente IgG2a de camundongo) (Harlow & Lane, 1988), o mesmo poderia 

apresentar resultados de falsa negatividade, uma vez que a isotipagem revelou a presença de 

grande quantidade de IgM em relação a IgG2a pelos MAbs obtidos. 

O ELISA comercial adaptado realizado para análise dos fluídos ascíticos dos quatorze 

hibridomas secretores de MAbs anti-IFN-β apresentou resultados positivos, sendo que os 

clones denominados 89-CC6 AG8, 89-CC6 AE6, 89-CC6 AE9, 89-CC6 AH7, 89-CC6 AA11, 

89-CC6 BA11 e 89-CC6 AA4 demonstraram maiores reatividades à proteína do INF-β, na 

diluição de 1/50 em comparação aos controles positivos. Em relação aos ensaios para os 

MAbs IgG2a purificados, podemos concluir que o MAb denominado 89-CC6 AA11 no ensaio 

ELISA comercial adaptado apresentou positividade até a diluição de 1/50, desempenho 

comparável com os controles. 

Quatro dos dezoito MAbs avaliados no ensaio ELISA para isotipagem foram 

negativos e não expressaram nenhum tipo de imunoglobulina. O kit comercial de isotipagem 

Mouse Mono AB ID (Zymed  Laboratories, USA) detectou ambas as classes IgM e IgG2a, 

demonstrando que os quatorze clones de hibridomas secretavam simultaneamente ambos 

isotipos. Este resultado foi confirmado com a etapa de subclonagem por diluição limitante e 

posterior confirmação com RT-PCR. Somente poucos autores têm relatado esta simultânea 

secreção de IgM e IgG de um mesmo clone de hibridoma (Pachmann & Killander, 1986; 

Strelkauskas et al., 1987; Wu et al., 1991; Popov et al., 1995; Chen et al., 2000).  

A mudança de isotipo das imunoglobulinas pelos linfócitos B é um evento de 

recombinação genética altamente regulado (Purkerson & Isakson, 1992; Edry & Melamed, 

2007; Abbas et al., 2008), e os linfócitos geralmente expressam e secretam um isotipo por 

vez; desta forma, o que poderia explicar a simultânea expressão de duas classes, 

possivelmente tratou-se da resposta gerada pela imunização genética, podendo providenciar 

uma série de estímulos que resultariam em diversas informações convergindo para a mudança 

de classe.  

A presença de IgM em maior título poderia ser explicada pela resposta inicial a 

imunização plasmidial. Quatro inoculações foram conduzidas no experimento com 

camundongos para obtenção dos MAbs em questão; talvez fosse necessário prolongar o 

período de inoculações e o número de doses para uma resposta a nível de IgG para este tipo 

de imunização.  

Em relação ao fato do aparecimento também do isotipo IgG2a, cabe ressaltar que este 

isotipo é geralmente relacionado com este tipo de imunização (genética) e com a via de 

administração (principalmente a via intramuscular), resultando em indução de resposta 

mediada por células e estímulo através de citocinas, como o IFN-γ, para geração de anticorpos 
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do subtipo IgG2a (Barry & Johnston, 1997; Yeung et al., 1997; Moonsom et al., 2001; Ni et 

al., 2004; Morel et al., 2004; Kano et al., 2007; Beláková et al., 2007). Um mecanismo 

proposto na literatura para o IFN-β é de este antagonizaria a síntese do IFN-γ pelos linfócitos 

T (Tilbery et al., 2005); este fato poderia explicar em parte os níveis reduzidos de IgG2a 

verificados nos ensaios de ELISA de isotipagem, devido a um possível efeito de diminuição 

da expressão desta subclasse pelos reduzidos níveis de IFN-γ.  

Os resultados obtidos por Western-blot demonstraram que o MAb IgG2a denominado 

89-CC6 AG8 apresentou-se reativo à duas isoformas para a proteína do IFN-β, uma não-usual 

de 16 KDa e outra comum, a forma monomérica não-glicosilada de 18 KDa, podendo ser 

justificadas essas massas molares através da expressão transitória da molécula do IFN-β por 

cultura de células HEK-293-T, onde poderiam ser liberadas nos sobrenadantes ambas as 

formas (glicosiladas e não-glicosiladas) bem como outras formas, devido a rápida síntese e 

expressão de proteínas heterólogas. Já os MAbs 89-CC6 CH4 e 89-CC6 BA11 somente 

reconheceram a isoforma não-usual da proteína de 16 KDa. 

Uma das propostas desta dissertação tratou da avaliação de três construções 

plasmidiais contendo o gene IFN-β humano recombinante quanto à expressão em sistema in 

vivo (modelo animal/coelhos machos Nova Zelândia) da indução e produção de anticorpos 

policlonais. Destas, duas construções embora possuam o mesmo promotor do HCMV, 

apresentam enhancers e estruturas diferentes (pcDNA3.1 IFN-β e pCINeo-IFN-β). Uma das 

construções (pZeoSV2+ IFN-β) diferiu principalmente em relação às duas primeiras quanto ao 

promotor, que nesta última foi a do SV-40. Tem-se relatado na literatura que o promotor do 

HCMV demonstrou ser ‘mais forte’ e mais eficiente na expressão de um determinado gene 

heterólogo (Garmory et al., 2003; Wright et al., 2005). Podemos confirmar esta afirmação 

pelo resultado que foi obtido no ensaio de transfecção transitória onde os resultados de 

absorbância foram maiores para as construções pcDNA3.1 IFN-β e pCINeo IFN-β em relação 

a construção pZeoSV2+ IFN-β. 

Até o fechamento deste trabalho somente foi obtido resultados preliminares por 

Western-blot na avaliação dos soros dos coelhos inoculados com o plasmídio pcDNA3.1 IFN-

β e controle. Na segunda etapa de experimentação animal houve imprevistos no LAEAN, 

dentre eles procedimentos de realização de validação do equipamento de autoclavação e 

validação de seus rejeitos, bem como a falta de espaço apropriado para contenção destes 

animais OGMs (Organismos Geneticamente Modificados – Nível 1), os quais 

impossibilitaram a continuação da avaliação da imunização genética em modelo coelhos Nova 

Zelândia para obtenção do soro policlonal anti-IFN-β dentro do prazo estipulado para término 

desta dissertação. 
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Em relação ao soro do coelho inoculado com o plasmídio pcDNA3.1 IFN-β, verificou-

se que até a segunda sangria a intervalos de 7-10 dias (período de quase 4 semanas) este soro 

não apresentou anticorpos policlonais anti-IFN-β. Este resultado poderia ser justificado 

devido possivelmente ao curto período de tempo das inoculações e da duração destas. 

Embora esta dissertação tenha sido concluída, a segunda etapa de experimentação com 

os outros dois plasmídios construídos (pZeoSV2+ e pCINeo, ambos com e sem IFN-β) está 

sendo realizada e seus resultados serão futuramente analisados e comparados, principalmente 

em relação ao período de inoculações, o qual foi extendido para aproximadamente 3 semanas 

(conforme trabalhos de Yeung et al., 1997 e Gardsvoll et al., 2000), visando assim melhorar a 

resposta da imunização genética. 

Acreditamos que estes resultados poderão auxiliar na tomada de decisões para o 

estabelecimento do método de obtenção de anticorpos através da imunização por DNA 

plasmidial. Esperamos também que os MAbs anti-IFN-β obtidos e parcialmente 

caracterizados possam auxiliar na construção de um kit de detecção do IFN-β humano 

recombinante visando o controle de qualidade para esta proteína.  
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6. PERSPECTIVAS 
 
 

 

1. A continuidade das inoculações com os plasmídios construídos (pZeoSV2+ e pCINeo - 

ambos com e sem IFN-β, e repetição com o pcDNA 3.1 IFN-β), com posterior análise 

dos resultados e comparação com a primeira etapa de experimentação animal, 

principalmente em relação ao intervalo das inoculações, o qual foi extendido para 3 

semanas (conforme trabalhos de Yeung et al., 1997 e Gardsvoll et al., 2000), visando 

obter através da imunização genética uma resposta policlonal anti-IFN-β. 

 

2. Obtendo-se os anticorpos policlonais e utilizando-se os MAbs anti-IFN-β obtidos e 

parcialmente caracterizados, buscamos através destes insumos auxiliar na construção 

de um kit imunoenzimático tipo ELISA para detecção do IFN-β humano recombinante 

visando o controle de qualidade desta proteína.  

 

3. Seguir o estudo de análise da imunização genética, comparando-se metodologias in 

vivo e in vitro para obtenção de anticorpos, bem como verificando a ocorrência do 

surgimento simultâneo de duas subclasses de imunoglobulinas como ocorrido neste 

estudo. 
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