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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 3% demonstrando o produto da digestdo
com a enzima BstO I dos DNAs plasmidiais apds a selecdo da biblioteca frente a VLP
de NV. O pogo 1 representa o marcador de massa molecular 100bp ladder (Amershan
Pharmacia Biotech) e os pocos 2 a 17 os clones selecionados dos ciclos 1, 3 € 4 apos a
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RESUMO

Os Norovirus (NV) sdo responsaveis pela maioria das gastroenterites humanas nao
bacterianas em todo o mundo. Devido ao fato das estirpes de NV humanos ndo
possuirem a capacidade de replicacdo em culturas celulares, a utilizacdo de Virus like
particles (VLPs) na compreensdo dos fatores imunoldgicos e fisico-quimicos torna-se
uma boa alternativa para o estudo do genogrupo II gendtipo 4 que é considerado o mais
prevalente e esta associado a epidemia global. O objetivo deste estudo foi produzir VLP
de NV variante 2006b e selecionar anticorpos monoclonais humanos a partir de
biblioteca apresentada em fagos apds a purificacdo das proteinas. A maior vantagem em
utilizar a técnica de Phage Display ¢ a possibilidade da sele¢do de fragmentos de
anticorpos monoclonais totalmente humanos que podem ser utilizados em ensaios
clinicos. Foram comparados os métodos de purificacdo de cloreto de césio (CsCl) e
cromatografia de troca idnica, sendo que esta tltima apresentou um melhor rendimento
no que diz respeito a quantidade e pureza das proteinas de capsideo obtidas. Dos 58
clones analisados ap6s 4 ciclos de sele¢do utilizando VLP de NV como antigeno, dez
foram analisados com Sfi I e BstO I com relagdo ao perfil e diversidade. Porém, as
possiveis recombinagdes existentes determinaram a esperada diminui¢do da diversidade
da biblioteca ao longo dos ciclos de selegdo apesar dos Fabs reconhecerem
especificamente o antigeno diferentemente da diversidade inicial, ou seja, na construgdo

da biblioteca.

Palavras-chave: VLP, Norovirus, Phage Display e anticorpos monoclonais.
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ABSTRACT

The Norovirus (NV) are responsible for most human nonbacterial gastroenterites
worldwide. Because human strains of NV do not have the ability to replicate in cell
cultures, the use of virus-like particles (VLPs) in understanding the immunological and
physicochemical aspects becomes a good alternative for the study of genogroup II
genotype 4, which is considered the most prevalent and is associated with the global
epidemic. The aim of this study was to produce VLPs NV 2006b variant and select
human monoclonal antibodies from phage-displayed library after purification of
proteins. The major advantage in using the technique of phage display is the possibility
of selecting fragments of fully human monoclonal antibodies that can be used in clinical
trials. The methods of purification of cesium chloride (CsCl) and ion exchange
chromatography were compared and the latter had a better performance as regards the
amount and purity of the capsid proteins obtained. Of the 58 clones analyzed after 4
cycles of selection using the NV VLP as antigen, ten were analyzed with Sfi [ and BstO
I with respect to the profile and diversity. However, the possible existing
recombinations led to an expected decrease of the library’s diversity during the selection
cycles, though Fabs specifically recognized the antigen differently from the initial

variety, that is on the construction of the library.

Keywords: VLP, Norovirus, Phage Display and monoclonal antibodies.



1. INTRODUCAO

1.1 — Norovirus: Aspectos Epidemioldgicos e Patologicos

A diarreia ¢ um sintoma comum de gastroenterite e sua etiologia pode estar
relacionada com agentes diversos como virus, bactérias e parasitas. Os agentes
bacterianos sdo relativamente mais importantes nos paises em desenvolvimento e os
virus sdo mais prevalentes em paises industrializados. A importancia de cada agente
estd diretamente relacionada com aspectos de higiene e saneamento basico (UNICEF &

WHO, 2009; MORILLO & TIMENETSKY, 2011).

As gastroenterites podem ser manifestadas com diarreia branda, mas também
podem causar formas graves com sintomas caracteristicos de nduseas, vOmitos,
desidratagdo e até mesmo Obito. O rotavirus ¢ responsavel por cerca de 40% das
internagdes hospitalares em criangcas menores de 5 anos e bactérias como Escherichia
coli, Shigella, Campylobacter e Salmonella estdo relacionadas aos periodos de
epidemia, caracterizando a taxa de mortalidade em torno de quatro a seis milhdes de
pessoas em todo mundo. Por este motivo, o nimero de agentes virais associados as
gastroenterites vem aumentando, sendo identificados principalmente os rotavirus,
norovirus, sapovirus e astrovirus (KAPLAN et al., 1982; MORILLO & TIMENETSKY,
2011).

Os Norovirus (NV) sdo responsaveis pela maioria das gatroenterites humanas
ndo bacterianas em todo o mundo e estima-se que 218.000 mortes ocorram anualmente
em criangas menores de 5 anos com 1,1 milhdes de internagdes decorrentes da infecgao
viral. Estes virus sdo considerados altamente infecciosos relacionados a uma baixa dose
infectante (cerca de 10 particulas virais podem causar a infecgdo), elevado nivel de
excrecdo viral e os virions que sdo resistentes como, por exemplo, a meios acidos apds a
passagem pelo estdmago, ou permanecem viaveis no meio ambiente principalmente em

agua (KAGEYAMA et al., 2004; TU et al, 2008; JUNG et al., 2012).

No periodo do outono do ano de 1968, um surto de gastroenterite aguda
acometeu estudantes e professores de uma escola primaria em Norwalk, Ohio, EUA. Os

sintomas permaneceram por um periodo de 12 a 24 horas, porém, nenhum paciente foi



hospitalizado. Casos considerados secundarios (32,2%) atingiram os familiares dos
pacientes envolvidos no surto e outros casos com caracteristicas epidemioldgicas
semelhantes ocorreram na Florida em 1967 ¢ em Columbus, Ohio em 1968

(KAPIKIAN et al., 1972; MADELEY & COSGROVE, 1976).

Analises laboratoriais ndo identificaram o agente etiologico causador destes
surtos. Em 1971, Dolin e colaboradores selecionaram amostras fecais de pacientes de
quatro surtos ocorridos nos Estados Unidos: no ano de 1966 em um navio; 1968 em
Norwalk; 1969 em Bethesda ¢ 1970 em New Britain. Filtrados das fezes isentos de
bactérias foram preparados e administrados via oral em voluntarios prisioneiros da Casa
de Correcao de Maryland e do Centro Clinico de NIH em Bethesda. Antes da
administracdo, os voluntarios eram isolados por um ou dois dias e apds a infeccao foram
observados os sintomas, sendo que somente os filtrados do surto de Norwalk induziram

a doenga (KAPIKIAN, 1996; DOLIN et al., 2004).

Para verificar o agente etiologico viral responsavel pelo surto de Norwalk foi
realizada a imunomicroscopia eletronica (IME) dos filtrados administrados aos
voluntarios para observacdo das particulas semelhantes a picornavirus e parvovirus.
Entre os anos de 1970 e 1980 foram catalogadas inimeras descri¢des de virus pequenos
de estrutura arredondada e ndo cultivaveis in vitro. Dentre eles surgiu o subgrupo dos
virus Norwalk e somente em 1990 com a realizacdo de clonagem e caracterizagdo
gendmica, estes virus foram caracterizados como membros da familia Caliciviridae

(DOLIN et al., 2004; MORILLO & TIMENETSKY, 2011).

A familia Caliciviridae ¢ composta por quatro géneros: Sapovirus, Logovirus,
Vesivirus e Norovirus, os quais infectam uma gama de hospedeiros, incluindo seres
humanos e animais. Tais virus podem causar uma variedade de doengas e desordens
como gastroenterites, lesdes vesiculares, infecgdes respiratorias, insuficiéncia

reprodutiva e doenca hemorragica em diferentes animais (OKA at al., 2007).

Durante os ultimos 20 anos a caracterizagdo epidemiologica das noroviroses foi
permitida devido a realizagdo da técnica de transcriptase reversa-PCR (RT-PCR) em
que foi estabelecido que as gastroenterites causadas por NV poderiam ocorrer em quatro
aspectos distintos: (1) Epidemia de origem alimentar, aonde a infec¢do ocorre pela

ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados, bem como contato interpessoal ou oro-



fecal. Neste caso os adultos saudaveis sdo os mais atingidos e apresentam sintomas em
um curto periodo, podendo variar de 1 a 3 dias (KAGEYAMA et al., 2004); (2)
Infecgdes que ocorrem em locais fechados com um curso clinico mais prolongado de 4
a 6 dias; (3) Gastroenterite em criangas que muitas vezes requer hospitalizagdo e (4)

Gastroenterite esporadica aguda em adultos imunossuprimidos (TRAN et al., 2012).

O sequenciamento para a caracterizagdo genomica destes virus ¢ uma importante
ferramenta para estudos e analises, visto que os NV ndo possuem um modelo animal ou
capacidade de replicacdo in vitro (KAGEYAMA et al, 2004). Os NVs foram
classificados em cinco genogrupos distintos (GI a GV) com base na caracterizagdo
molecular das sequéncias génicas, principalmente da proteina de capsideo. O genogrupo
GI esta dividido em oito genotipos distintos e o GII em 17 genétipos, sendo que os
gendtipos podem ser classificados em variantes. Os genogrupos, GI, GII e GIV sdo
encontrados em humanos e o genogrupo GII gendtipo 4 ¢ detectado em mais de 90%

dos casos da doenga (SHIRASAKI et al., 2010; LEE, JUNG, & LEE, 2012).

De acordo com TRAN et al. (2012), o GII ¢ o genogrupo mais prevalente em
todo o mundo com uma média de 96% dos casos de noroviroses, enquanto o GI
apresenta uma média de 3,6%. Todavia, baseado na analise de genotipos do capsideo e
da RNA polimerase ¢ possivel observar uma variagdo de genogrupos em diferentes
paises. No Japdo, China e Jordania foi possivel observar que o GII.3 ¢ o segundo
genogrupo com maior frequéncia de infecgdes e na Africa do Sul, Brasil e Finlandia o
GIL.6 ¢ o segundo em frequéncia de acordo com a sazonalidade, apos o GII.4 (TRAN et

al., 2012).

As variantes GIL.4 sdo observadas quando ocorrem mutagdes nas janelas de
leitura (ORF1/ORF2) e estdo associadas aos quadros de gastroenterites esporadicas
relacionadas aos surtos de NV. Assim, a circulagdo global do virus inclui as variantes
GI1.4/2002 (2002 a 2006), GII.4/2004 (2003 a 2008), GIL.4/2006a (2006 a 2009),
GIIL.4/2006b (2006 a 2010), GII.4/2008 (2008 a 2010) e variantes com circulagao
geografica limitada como GII.4/2003 e GII1.4/2007 que foram encontradas
principalmente em paises asidticos. A variante GI1.4/2006b tornou-se a cepa dominante

de circulagdo em muitos paises (TRAN et al., 2012).



No Brasil, o sistema de vigilancia de diarreia aguda do Ministério da Saude ndo
inclui o diagnodstico de norovirus e este fato ndo permite a sua avalicdo no impacto da
satide publica. Como o genogrupo II gendtipo 4 € o mais prevalente e esta associado a
epidemia global desde meados de 1990, novas variantes sdo observadas em intervalos
de 2 a 4 anos. Contudo, os dados epidemiologicos das noroviroses no Brasil sdo
subestimados se comparado com os dados mundiais, sendo que o diagnodstico e
levantamentos epidemiologicos sdo realizados basicamente por grupos de pesquisa
(FIORETTI et al., 2011) do Instituto Aldofo Lutz em Sao Paulo, da Fundagdo Oswaldo
Cruz no Rio de Janeiro, do Instituto Evandro Chagas no Para e da Universidade de

Brasilia.

Em 1995, no estado de Sao Paulo, ocorreu um surto de gastroenterite que
acometeu 3.500 pessoas e andlises fecais por microscopia eletronica e sequenciamento
detectaram particulas virais identificadas como NV GII.4. Num estudo realizado no Rio
de Janeiro entre os anos de 2005 e 2008, de 1.087 amostras de fezes cerca de 35%
foram positivas para NV, com 96% para GII e 80% para GIL.4, determinando a
necessidade de implementar o diagnostico de NV nos laboratérios de vigilancia

(CASTILHO et al.,2006; FERREIRA et al., 2010).

No estudo de BORGES et al. (2006) foram avaliadas amostras fecais na regiao
central do Brasil, nas cidades de Brasilia e Goiania, evidenciando positividade geral de

8,6% das amostras fecais analisadas para calicivirus (BORGES et al., 2006).

O sitio inicial de replicagdo do virus no ser humano ainda ndo esta bem definido,
todavia, admite-se que a porcdo do jejuno no intestino delgado sofre desorganizagdo
celular, achatamento das vilosidades, presenca de vactiolos citoplasmaticos e infiltragao

de células mononucleares na ldmina propria (AGUS et al., 1973).

Com relagdo aos aspectos clinicos e patologicos relacionados as infec¢des por
NV existem trés periodos que podem ser evidenciados: (1) curto periodo de incubacao
considerado prodromico (antes dos sinais ou sintomas caracteristicos que podem ser de
10 a 72 horas), embora as infec¢des assintomaticas sejam comuns; (2) periodo agudo e
auto-limitado da infec¢do, porém com niveis elevados de eliminagdo da particula viral

nas fezes e (3) periodo considerado linfocitico com enterite atrofica, que € o mais grave



e pode causar a morte, principalmente de individuos imunossuprimidos (MENEZES et

al., 2010).

1.2 — Estrutura genomica dos Norovirus

Os NV sio virus que apresentam o genoma constituido de RNA que possuem
replicases e sintetizam moléculas de RNA a partir de moldes de RNA. Estes virus de
polaridade positiva, em que a molécula de RNA mensageiro ¢ o proprio genoma, ndo
empacotam a replicase viral (RNA dependente RNA polimerase - RdRp) pois quando
entram na célula hospedeira, no proprio citoplasma, ja iniciam a sintese das proteinas

virais (KOO et al., 2010).

O primeiro passo da replicagdo do NV ¢ a tradugdo da poliproteina precursora
contendo apenas as proteinas virais ndo estruturais. Em seguida ocorre o processamento
do precursor ndo estrutural pela protease viral e a transcri¢ao da fita de RNA polaridade
negativa pela RdARp. Também ocorre a transcricdo do RNA subgendmico (RNAsg) pela
RdRp a partir da fita de RNA de polaridade negativa. O RNAsg servira de molde para a
traducdo das proteinas estruturais do virus e por fim ocorre a replicagio do RNA
gendomico completo a partir da fita de RNA de polaridade negativa pela RdRp. Os
RNAsg dos calicivirus possuem a extremidade 3’ idéntica ao RNA gendmico e a
extremidade 5° ¢ reduzida, o que a leva para proximo do cédon AUG inicial da ORF das
proteinas estruturais (Figura 1) (GREEN, CHANOCK & KAPIKIAN, 2001;
VICTORIA et al., 2009).
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Figura 1. Esquema representativo do genoma viral do NV humano. Adaptado de TAN & JIANG (2012)
e KARST (2010).

O genoma dos NV corresponde a cerca de 7,5 kb, constituido por trés janelas
abertas de leitura (ORFs) com uma cauda de poli-A na extremidade 3’ e a regido ndo
traduzida na extremidade 5°. A estrutura icosaédrica e ndo envelopada, configura a
particula viral um didmetro de aproximadamente 40 nm (LEE, JUNG & LEE, 2012;
DONALDSON et al., 2010).

A ORF1 codifica uma poliproteina precursora de seis proteinas ndo estruturais,
incluindo NTPase, proteinase e RdRp. A ligacdo da VPg ocorre durante a replicagdo do
genoma viral sendo anexada como um iniciador de replicagdo para a extremidade 5’ dos
RNAs genomicos. Dados bioquimicos evidenciam que a capacidade da RdRp de
transferir nucleotideos para VPg na extremidade 5° do RNA de NV parece ser essencial
para a infectividade do virus (SUBBA-REDDY, GOODFELLOW & KAO, 2011). A
ORF2 codifica a proteina de capsideo VP1 e a ORF3 a proteina estrutural menor (VP2)
e estudos relatam a importancia da VP2 para a estabilidade na montagem da particula

viral (KAGEYAMA et al., 2004).

A proteina de capsideo VPI1 ¢ sintetizada a partir do RNA subgendémico que
contém as ORFs 2 e 3 e uma regido ndo traduzida na extremidade 3’ UTR. No estudo de
BERTOLOTTI-CIARLET et al.(2003) evidenciou-se que a expressdo da proteina VP1
que corresponde a ORF2 foi aumentada devido a presenca da ORF3 com a regido

3’UTR no sistema de expressdo heterologo de baculovirus. A hipdtese ¢ que a



sequéncia final no sentido 3’UTR contém elementos reguladores cis-acting necessarios
para a expressao do gene ou para a regulacdo da traducdo, portanto, a presenga da VP2
estabiliza a expressdo da proteina de capsideo VP1 (BERTOLOTTI-CIARLET et al.,
2003).

A proteina VP1 ¢ formada por 180 moléculas que estdo organizadas em 90
dimeros com uma simetria icosaédrica T =3 (onde T ¢ o numero de triangulagdes). Esta
proteina ¢ dividida em trés dominios baseados em sua estrutura tercidria. Estes dominios
sdo representados por S, que corresponde ao dominio mais interno e ¢ composto por 225
residuos iniciais da proteina do capsideo; e o dominio P (subdividido em P1 e P2). O
subdominio P1 (residuos 226-278 e 406-520) ¢ mais conservado se comparado com o
subdominio P2 (residuos 279-405), considerado mais varidvel e localizado na superficie
do capsideo, o qual desempenha um importante papel para o reconhecimento
imunolégico. A variabilidade génica presente no subdominio P2 dos NV resulta em
novas estirpes ou variantes epidémicas com altera¢do de proteinas ligadas a propriedade

e antigenicidade viral (DONALDSON et al., 2010; LINDESMITH et al., 2012).

1.3 - Virus Like Particles de Norovirus

As Virus like particles (VLPs) sdo antigenicamente semelhantes aos virions e
consideradas como complexos proteicos multiméricos imitando a organizagdo e
conformagdo do virus nativo, porém ndo possuem o genoma viral. As estirpes de NV
humanos ndo possuem a capacidade de replicacdo em culturas celulares, assim, a
utilizacdo de VLPs nos estudos imunolédgicos e fisico-quimicos das particulas virais

torna-se uma boa ferramenta de estudos (HANSMAN et al., 20006).

A expressao da proteina de capsideo em células de inseto resulta na formagao de
particulas semelhantes ao virus nativo ou VLPs. As primeiras VLPs recombinantes
foram obtidas de genes do virus da hepatite B (HBV) visualizadas por microscopia
eletronica em 1982, do papiloma virus humano (HPV) e do virus do mosaico do tabaco
(TMV) (HAYNES et al., 1986). Desde o inicio de 1980 mais de 100 tipos de VLPs

foram originadas a partir de sistemas diferentes de expressdo como bactérias, plantas,



células de inseto e mamiferos obtidas a partir das proteinas de capsideo (ZELTINS,

2013).

Existem algumas consideragdes basicas para a constru¢do de VLPs
recombinantes: (1) a realizagdo de uma vasta pesquisa sobre o virus selecionado para a
construcdo das particulas semelhantes aos virus nativos; (2) codificagdo dos 4cidos
nucléicos e a correta selecdo dos primers; (3) clonagem e utilizagdo de sistemas
heterdlogos de expressdo proteica; (4) obtencdo da proteina estrutural do virus e
purificacdo; e (5) apos a construcdo das VLPs existem vantagens significativas sobre o
virus nativo como a disponibilidade de uma grande quantidade de proteina e até mesmo

melhores propriedades funcionais (VICENTE et al., 2011; ZELTINS, 2013).

A primeira etapa de constru¢do da VLP de interesse ¢ realizada por clonagem
apOs a extracdo do genoma viral de um tipo de amostra infectada ou com a utilizacdo de
gene sintético. No caso dos NVs apresentados neste trabalho, as amostras de fezes de
pacientes sintomaticos e a escolha do sistema de expressdo em baculovirus foram de

fundamental importancia para a expressao das particulas.

1.4 — Producio de VLP de NV pelo sistema de baculovirus

O sistema de expressio de NV em células de inseto por baculovirus
recombinantes tem sido util para o estudo da sua biologia, incluindo a montagem de

VLPs (NICOLLIER-JAMOT et al., 2004; LOBUE et al., 2006; TAN et al., 2011).

As células de inseto possuem uma taxa de crescimento rapido em cultura e sdo
bem adaptadas as condi¢des que permitem a expressdo em larga escala quando bem
monitoradas e controladas. Apesar de outros sistemas de produgdo tais como bactérias
ou leveduras também obterem rendimentos elevados de expressdo proteica, estes ndo
coincidem com o grau de complexidade e eficiéncia da expressdo de VPLs em
baculovirus. Este fato é explicado porque os baculovirus possuem a capacidade de se
desligar da transcricdo dos genes das células hospedeiras e alocarem sua maquinaria

com elevada transcri¢do e traducdo dos genes heterdlogos (VICENTE et al., 2011).



Com relagdo ao processo de infecgdo celular, os baculovirus podem desenvolver
trés estagios de replicagdo, o primeiro considerado o estdgio preparatdrio para a
replicagdo viral (fase inicial ou early), o segundo considerado pds-replicagdo viral (fase
tardia ou /ate) e outra fase muito tardia (very late) (O REILLY & MILLER, 1991).
Entre as fases inicial e tardia ocorre o desligamento das proteinas do hospedeiro e a
célula trabalha para a producdo de novos virus pela expressdo dos genes de interesse,
que sob o comando de um promotor forte ocorre o reconhecimento pela DNA

polimerase II da célula (HOOPES & ROHRMANN, 1991).

O gene da poliedrina que ndo ¢ essencial para a replicagdo do baculovirus em
células de inseto ¢ trocado pelo gene heterdlogo de interesse sob o controle do promotor
da poliedrina. Quando utilizado como ferramenta para expressao de proteina heter6loga
em células de inseto, o virus servird como vetor de expressdo do gene de interesse € a
célula infectada fornecera os subsidios necessarios para a expressdo proteica (MILLER,

1997; HITCHMAN, POSSEE & KING, 2009).

Dentre os sistemas disponiveis, o baculovirus mais utilizado € Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), pertencente ao gé€nero
Alphabaculovirus da familia Baculoviridae. As células SO (Spodoptera frugiperda) e
BTI-TN-5B1-4 (Trichoplusiani-High Five) sdo os tipos celulares mais comuns, sendo
que BTI-TN- 5B1-4 ¢ uma linhagem celular que apresenta taxas de infeccdo superiores

a 90% apos 48 horas apo6s a infec¢do (HANSMAN et al., 2006).

As principais vantagens da utilizacdo do sistema de baculovirus para a expressao
proteica ¢ que existe um elevado potencial de expressdo das proteinas de interesse
podendo chegar a 100 mg de proteina por litro de cultura. Ainda, a utilizacao de células
eucaridticas fornece condicdes necessdrias para modificagdes pods-traducionais
semelhantes ao que ocorre em células de mamiferos. O nucleocapsideo deste virus
consegue acoplar genomas virais maiores que o genoma selvagem e um outro ponto ¢ a
facil manutengdo das células de inseto (O REILLY, MILLER & LUCKOW, 1994;
CASTRO et al., 1999).

Porém, algumas desvantagens podem ser citadas e a principal estd relacionada
com a acdo litica de proteases nos estagios avancados da infecgdo. Por este motivo, a

determinagdo do tempo de infeccdo ¢ importante principalmente para avaliar o
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momento correto de coletar o material com as particulas montadas. Este tempo
influencia na montagem da particula, pois no caso das VLPs de NV, a expressdo ocorre
na fase muito tardia devido ao uso do promotor da poliedrina e neste momento as
células estdo estacionarias ou no periodo de morte, as quais poderdo sofrer a agdo de
proteases e possivel degradacdo da particula viral montada. Mesmo assim, as
desvantagens ndo superam as vantagens de escolher este sistema de expressdo de

proteinas heterdlogas (NICOLLIER-JAMOT et al., 2004; OKA et al., 2007).

Como ja relatado, o estudo da biologia dos norovirus ¢ complicado devido a
incapacidade do virus crescer em sistemas de cultura in vitro. No entanto, a capacidade
para purificar VLPs a partir de células de inseto infectadas com os baculovirus
recombinantes que expressam VP1 e VP2 conduziu importantes descobertas
relacionadas com a estrutura dos NV e as interagdes com as células hospedeiras

(BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003 , JIANG et al., 1992; PRASAD et al., 1999).

1.5 - Fatores imunologicos das VLPs

A importancia de compreender a imunogenicidade dos NV utilizando VLPs esta
diretamente relacionada a uma abordagem segura e eficaz para a inducdo de anticorpos
neutralizantes para as proteinas de superficie, ou dominio P (NICOLLIER-JAMOT et
al., 2004; HANSMAN et al., 2006; VICENTE et al., 2011; LINDESMITH et al., 2012).

Estudos mostram que o dominio P2 da proteina de capsideo liga-se ao HBGA
(Histo-Blood Group Antigens) ou antigenos sanguineos que constituem uma familia
diversa de hidratos de carbono expressos na superficie de mucosas, os quais servem
como ligantes ou receptores para os NV sendo que as VLPs também possuem esta

capacidade (DEBBINK et al., 2012; TAMMINEN et al., 2012).

A expressdao do receptor HBGA estd ligada ao gene FUT2. Cerca de 20% das
pessoas ndo expressam este gene e por isso sdo consideradas ndo secretoras e resistentes
ao NV GI.1, por exemplo. O gene FUT2 localizado no cromossomo 19 codifica a
enzima a(1,2) fucosiltransferase responsavel pela expressdo do antigeno H a partir do

precursor de cadeia por adigdo de um grupo de fucose. O antigeno H serve como
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substrato para glicosiltransferases A e B que determinam o fendtipo do grupo sanguineo
ABO nos fluidos corporais e mucosa intestinal. Individuos que ndo expressam os alelos
do FUT2 sdo considerados nulos ou nao secretores (ROCKX et al., 2005; SMYTH et
al., 2011). No entanto, outras estirpes de NV podem infectar individuos considerados
nao secretores devido a ligacdo do virus em carboidratos do antigeno sanguineo Lewis

(DEBBINK et al., 2012).

Os NV GII.4 reconhecem como receptores os antigenos do sistema ABO, o que
representa mais de 80% dos individuos secretores da populacdo mundial e por este
motivo ¢ considerado o principal causador de noroviroses. O que tem mais estabelecido
na literatura com relagdo a resposta imune humoral de NV ¢ sobre o NV GI.1 que exibe
padrdoes muito complexos de respostas imunes heterotipicas apds infeccdo e muitos
individuos s3o suscetiveis a reinfec¢do. A infecgdo por GI pode induzir células B de
memoria pré-existentes que secretam anticorpos com baixa afinidade para outros
genogrupos, porém, com alta afinidade para outras estirpes de GI. Ainda, uma regido
conservada exposta na superficie da proteina de capsideo pode proporcionar reacdo
cruzada dos anticorpos. Todavia, a resposta para GII.4 ainda ndo estd muito bem

compreendida (LINDESMITH et al., 2010; DEBBINK et al., 2012).

Uma variedade de estudos utilizando camundongos que produziram anticorpos
monoclonais (mAbs), suportam a hipdtese que o norovirus GII.4 possui uma variagdo
antigénica principalmente da proteina P2, que contribui para o surgimento de novas
estirpes e consequentemente novos surtos. Para isso, o ideal seria o estudo de um
anticorpo monoclonal sensivel que pudesse distinguir estirpes de NV GIL.4 sem que
houvesse a reacdo cruzada entre outros genogrupos. Residuos estudados como 296 a
298, 393 a 395, 333, 340, 356, 368, 372, 407, 412 a 413 foram preditos como potenciais
epitopos para anticorpos, pois estes aminoacidos tendem a se agrupar em loops no
subdominio P2, local em que a interagdo com o anticorpo seria mais susceptivel

(LINDESMITH et al., 2012).

Por mais que a infec¢do seja normalmente auto-limitada, a doenca pode ser fatal
e grave em pacientes imunossuprimidos, criangas menores de 5 anos e idosos. A base
molecular para a compreensdo da imunidade protetora diferencial dos NV apesar de

ainda ndo ser bem elucidada, evidencia-se que a protecao esta associada a produgdo de
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IgA na fase inicial apds a produgdo de IgM e elevados niveis de secre¢do de interferon y

(IFN-vy) por linfoécitos TCD4 na resposta tardia (LINDESMITH et al., 2010).

A infec¢do por NV ¢ caracterizada pela inducdo de resposta imune mediada por
células (Th1) e resposta humoral (Th2). A resposta humoral nos seres humanos tem sido
descrita para um namero limitado de estirpes e apds a producdo de anticorpos
especificos desenvolvidos por um genogrupo infectante por meios dos epitopo da
proteina de capsideo, ocorre reacdo cruzada destes anticorpos com outros genogrupos, o
que ainda ndo estd muito bem compreendido (LOBUE, LINDESMITH & BARIC,
2010).

Subtipos de imunoglobulinas IgG obtidos ap6s imunizacdo de camundongos
com particulas virais apenas do dominio P de NV demonstraram a presenca do isotipo
IgG1, o que indica uma resposta imune do tipo Th2, enquanto que a imuniza¢do com
VLP resulta numa potente inducdo dos isotipos IgGl e IgG2a, o que indica uma
resposta mista Th1l e Th2. Assim, as VLPs sdo capazes de ativar células T e estimular a
imunidade mediada por células além da resposta humoral. Esta diferenca de resposta
pelo tipo de particulas testadas indica que pode haver diferentes mecanismos
imunologicos envolvidos no processamento antigénico (TAN et al, 2008; 2011;

TAMMINEN et al., 2012).

A resposta Thl caracterizada pela secre¢cdo de interferon gama (IFN-y),
interleucina dois (IL-2), ativacao de macrofagos e células T auxiliares (linfocitos TCD4)
proporciona uma protecdo eficaz contra agentes patogénicos intracelulares como os
virus. A utilizagdo de adjuvantes que estimulam os receptores PRR e os receptores TLR,
induzem uma maior ativacdo das células apresentadoras de antigenos e aumentam a
estimulacdo antigeno-especifica para as células da resposta Thl (LOBUE,

LINDESMITH & BARIC, 2010; VELASQUEZ et al., 2010).

Possivelmente a estrutura macromolecular da VLP induz o processo de
endocitose das células apresentadoras de antigenos (APCs), principalmente macréfagos
e células dendriticas, induzindo a resposta das células TCD4 e TCDS8. Enquanto que
outro tipo de célula apresentadora de antigeno como o linfocito B, pode estar envolvido
na apresentagdo antigénica das particulas menores do dominio P, o que leva a

polarizagao da resposta Th2 (JEGERLEHNER et al., 2007; TAMMINEN et al., 2012).
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Portanto, as VLPs podem ser capazes de induzir respostas humorais e celulares mesmo

na auséncia de adjuvantes frequentemente utilizados (ZELTINS, 2013).

O interesse na formag¢do de VLPs estd diretamente relacionado & producdo de
vacinas, visto que no mercado ja estdo disponiveis vacinas para hepatite B e contra o
papiloma virus humano (HPV) desenvolvidas com a utilizacdo de VLPs produzidas pelo
sistema de baculovirus recombinantes (ZELTINS, 2013) e além das aplicabilidades ja
citadas, a VLP ¢é uma importante ferramenta para a produ¢do de anticorpos policlonais e

monoclonais para o desenvolvimento de kits diagndsticos.

1.6 — Estrutura dos anticorpos

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo glicoproteinas produzidas por animais
vertebrados e podem ser encontradas de forma solivel ou transmembrana (BURNET,
1959) (Figura 2). A estrutura bésica dos anticorpos ¢ semelhante a um “Y” e ¢
constituida por duas cadeias polipeptidicas pesadas e idénticas (H) entre 55 a 70 kDa,
unidas por pontes dissulfeto e duas cadeias leves (L) entre 24 a 25 kDa que se unem as
cadeias pesadas por interagdes covalentes e ndo covalentes (JANEWAY et al., 2001;

ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008).
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Figura 2. Esquema representativo da molécula de anticorpo. Adaptado: Invitrogen™ (Antibody Structure

and Classification)

Tanto a cadeia pesada (H) quanto a cadeia leve (L) encontram-se dispostas em
unidades funcionais sendo que duas destas unidades sdo denominadas de Fab (Fragment
antigen binding) a que possui a func¢do de ligacdo ao antigeno e Fc (Fragment
crystalline) a qual possui fungdes efetoras dos anticorpos (WINTER & MILSTEIN,
1991).

Ainda, ambas as cadeias apresentam regides amino terminais variaveis ou
dominios de aproximadamente 110 aminodcidos denominados dominio variavel leve
(VL) e dominio varidvel pesado (VH). A cadeia leve possui um dominio constante (CL)
unico e a cadeia pesada possui trés ou quatro dominios constantes que podem variar de
acordo com o tipo de imunoglobulina em CHI, CH2, CH3 e CH4. Assim, VL ¢ VH
juntos constituem o Fab e CH2 e CH3 constituem o Fc (JANEWAY et al., 2001).

Ao se comparar as sequéncias de aminoacidos dos dominios constantes ¢
possivel determinar dois isotipos de cadeias leves nos seres humanos (kappa e lambda)

e cinco tipos de cadeias pesadas (mu, delta, gamma, alfa e épsilon) dando origem as
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cinco classes conhecidas de imunoglobulinas: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE (ABBAS,
LICHTMAN & PILLALI 2008).

Os genes envolvidos na codificagdo das cadeias pesadas e leves estdo
organizados em segmentos génicos, ou seja, as imunoglobulinas possuem sequencias
genéticas diferentes que codificam regides varidveis e constantes. Assim, o segmento
génico (VDJ) codifica a regido varidvel da cadeia pesada e os segmentos (VJ) codificam

a regido variavel para a cadeia leve (TONEGAWA et al.,1974, 1983).

Na cadeia pesada o primeiro segmento (V) codifica os residuos iniciais de 97
aminoacidos. O segmento (D) possui sequéncias diferentes que codificam de 3 a 14
aminoacidos e o (J) codifica os 15 a 17 residuos de aminoacidos da regido varidvel.
Apds a recombinagdo génica o proximo segmento a ser codificado ¢ a regido constante
(C) o que propicia a inser¢do da imunoglobulina na membrana celular. Nos seres
humanos, o locus génico para a cadeia pesada estd situado no cromossomo 14

envolvendo aproximadamente 51 genes funcionais (MATSUDA et al., 1993).

J& na cadeia leve o segmento (V) codifica os primeiros residuos de 97
aminoacidos da regido varidvel e o (J) codifica os ultimos 15 a 17 residuos de
aminodacidos da regido variavel e o segmento constante (C) codifica a regido constante
da cadeia leve. Na medula 6ssea para a formacgdo do linfocito B naive ocorre a
recombinacdo entre os segmentos (V) e (J) para posterior formagdo da regido variavel
da imunoglobulina (TONEGAWA et al., 1974, 1983). As cadeias leves kappa (k) e
lambda (\) sdo codificadas nos cromossomos 2 e 22 respectivamente (ERMERT et al.,

1995).

Para que ocorra a formagdo das imunoglobulinas, durante o processo de
maturacgdo dos linfocitos B, ocorre um rearranjo génico entre os locus das cadeias leves
e pesadas para gerar uma maior variabilidade e reconhecimento de inimeros antigenos.
O primeiro passo ¢ a unido entre fragmentos DH com JH formando DHJH e em seguida
a unido destes dois fragmentos com o VH. O segundo passo ¢ a unido dos fragmentos
(VJ) da cadeia leve o que gera um linfocito B capaz de produzir anticorpos com
especificidade antigénica determinada. Caso ndo ocorra uma formacdo adequada de
uma imunoglobulina funcional, o linfécito B ¢ ativado para apoptose apds o rearranjo

do segundo alelo (COLECLOUGH et al., 1981; FUGMANN et al., 2000).
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As enzimas responsaveis por este processo de recombinac¢do sdo denominadas
RAGT1 e 2 que sdo capazes de reconhecer regides sinalizadoras no DNA com o inicio da
quebra da fita dupla. Os genes ativos para estas enzimas estdo presentes apenas em
linfoécitos pré-B e pré-T (SCHWARZ et al, 1996; AGRAWAL, EASTMAN &
SCHATZ, 1998).

Existem mecanismos diversos que explicam a grande variabilidade dos
anticorpos independente do contato com o antigeno como: o diferente nimero de genes
em individuos que codificam as regides (VDJ); combinacdes variadas das cadeias
pesadas e leves; combinagdes diferentes na regido (VDIJ); eliminagdo de nucleotideos
por exonucleases celulares nas extremidades (VDJ); adicdo de nucleotideos nos
fragmentos apds a recombinagdo e tradu¢do em diferentes zonas de leitura (MAX,

1998).

As Regides Determinantes de Complementariedade (CDR) constituem trés
regides em cada cadeia variavel (leve e pesada) com maior variabilidade. Esta
variabilidade esta relacionada com a posicao dos residuos nas extremidades ou alcas e
as trés CDRs de cada cadeia sdo definidas como CDR1, CDR2 e CDR3 ou L1 a L3 para
a cadeia leve e H1 a H3 para a cadeia pesada. Esta estrutura tridimensional formada por
estas regides € que permite a ligagdo do antigeno com o anticorpo (ABBAS,

LICHTMAN & PILLAI 2008).

A partir de ferramentas de biologia molecular para a manipulagdo de DNA ¢
possivel amplificar sequencias que codificam fragmentos de anticorpos que podem ser
uteis para o diagnéstico de diversas patologias. Um modelo bem utilizado ¢ o scFv que
consiste na ligagdo entre VH e VL por um peptideo com o objetivo de mimetizar a
por¢do Fv do anticorpo. Trata-se de uma constru¢do recombinante monocistronica, em
que as duas cadeias variaveis (leve e pesada) sdo fusionadas por uma sequéncia de
nucleotideos codificadora de um peptideo conector constituido por residuos de

aminoacidos hidrofilicos (MAX, 1998).

Portanto, os estudos relacionados aos anticorpos € a interagdo com antigenos
foram estimulados pelas técnicas in vivo e in vitro para a producdo destas moléculas,
bem como a aplicabilidade em diagnostico e terapia. Um avango revoluciondrio para

esta tecnologia foi a producdo do hibridoma desenvolvido em 1975 por Georges Kohler



17

e Cesar Milstein para a producdo de anticorpos monoclonais capazes de interagir com
apenas um epitopo aonde ocorre a fusdo de linfocitos B com células de mieloma

(KOHLER & MILSTEIN, 1975).

Outras possibilidades sdo as ferramentas de expressdo de anticorpos em
bactérias e leveduras realizando a clonagem do gene que codifica a imunoglobulina. Os
anticorpos inteiros expressos por estes sistemas apresentam baixa eficiéncia e reduzida
atividade, porém, a expressdo das cadeias variaveis como scFv ou Fab em fagos
possuem maior eficiéncia. Em imunoensaios sorolégicos, a substituicdo de anticorpos
originados em hibridomas por moléculas recombinantes pode reduzir o custo e
aumentar a reatividade (ARNDT, MULLER & PLUCKTHUN, 1998; WORN &
PLUCKTHUN, 2001).

Ao comparar anticorpos policlonais, os quais detectam uma multiplicidade de
epitopos, com os anticorpos monoclonais, no que diz respeito a produgdo de anticorpos,
os primeiros sdo produzidos de forma simples e barata, contudo, pode haver diferencas
de reatividade e titulos devido a heterogeneidade deste tipo de imunoglobulina

(NELSON et al., 2000).

1.7 — Selecao de anticorpos monoclonais humanos por Phage Display

A técnica de Phage Display foi descrita por Smith (1985) e o termo se refere as
biomoléculas expostas na superficie de bacteriofagos filamentosos e posterior selegdo
de acordo com a afinidade por uma molécula alvo (BENHAR, 2001). A construgdo de
bibliotecas de anticorpos com o objetivo de selecionar os fagos que se ligam fortemente
a antigenos especificos faz com que o Phage Display seja uma importante ferramenta de

estudo (BRIGIDO & MARANHAO, 2002).

Na técnica de Phage Display, sdo utilizados bacteriéfagos do género Inovirus
que infectam bactérias como Escherichia coli. (BARBAS et al., 2001; MCAULIFFE,
ROSS & FITZGERALD, 2007). Fragmentos de DNA que irdo codificar milhdes de
proteinas como, por exemplo, os anticorpos, sdo expostos na superficie dos fagos

gerando a biblioteca. Quanto maior a variabilidade da biblioteca, maior sera a
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possibilidade de selecionar fagos que interajam com o alvo exposto (POSNER et al,,

1994; AZZAZY & HIGHSMITH, 2002).

Uma vantagem a ser evidenciada ¢ que os fagos filamentosos ndo causam
infeccdo litica, ou seja, a bactéria infectada produz e secreta fagos sem sofrer lise e este
processo mostra a evolucdo dos ligantes selecionados até moléculas otimizadas

(AZZAZY & HIGHSMITH, 2002).

A estratégia de selecdo deve ser realizada com ciclos sucessivos com o antigeno
de interesse e cada ciclo corresponde a uma etapa de ligagdo do fago ao antigeno, com a
captura dos fagos ligados, elui¢do e amplificagdo. Este processo ¢ denominado

biopanning ou panning (PARMLEY & SMITH, 1988; MARKS et al., 1991).

A molécula alvo ¢ imobilizada em uma fase solida que pode ser placas de
imunoensaio, microesferas magnéticas, resinas ou membranas, células procaridticas
fixadas e células de mamiferos Apds a sele¢do, os fagos que ndo se ligam com maior
afinidade sdo eliminados por lavagens sucessivas e aqueles que permanecem ligados as

moléculas alvo, sdo posteriormente eluidos (HOOGENBOOM et al., 1998).

Normalmente apés 3 ou 4 ciclos de infeccdo e reinfecgdo ja € possivel obter
populacdes de fagos que expressam a melhor combinag¢@o dos anticorpos de interesse
contra os antigenos estudados. Portanto, a apresentacdo de fragmentos de anticorpos
scFv ou Fab humanos na superficie de fagos pode mimetizar a randomizag¢do dos
anticorpos, visto que o sucesso da selecdo depende da complexidade da biblioteca, pois
quanto maior for a diversidade dos clones, maior serd a probabilidade de ligacdo de um

determinado alvo com maior afinidade (CLEMENTI et al., 2012).

E importante ressaltar que os ciclos devem ser monitorados por meio da
titulacdo dos fagos adicionados e dos fagos recuperados ou eluidos. Apos o tltimo ciclo,
clones s3o selecionados, sequenciados e analisados com relagdo a especificidade e ainda
¢ possivel a obtencdo da forma soluvel, ou seja, ndo ligada ao fago para diversas
aplicagdes e no caso de anticorpos, estes podem ser utilizados para kit diagnostico

(BARBAS et al., 2001).
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1.7.1 - Fagos filamentosos

Os principais fagos filamentosos como os virus fl, fd e M13, sdo constituidos
por DNA circular de fita simples com aproximadamente 6400 pb e envoltos por
proteinas do capsideo que incluem a pllI, pVI, pVIII e pIX (RUSSEL, LOWMAN &
CLACKSON, 2004).

A proteina de capsideo plllI presente de trés a cinco copias por fago possui a
vantagem de acoplar proteinas grandes como no caso dos anticorpos, porém, a
infectividade do fago pode ficar comprometida. J& a proteina pVIII, presente em
milhares de copia por virion, permite a inser¢do apenas de sequencias menores de até 8
aminoacidos pois a particula pode desestabilizar-se (RUSSEL, LOWMAN &
CLACKSON, 2004).

Ao infectar a Escherichia coli, o fago filamentoso realiza a interacdo entre a plIl
do seu capsideo com o pilus sexual da bactéria. Em seguida ocorre a despolimerizagio
do capsideo por um complexo bacteriano e entdo o genoma do fago ¢ inserido no
citoplasma da célula e convertido em DNA fita dupla que servird de molde para a
replicagdo e tradugdo das proteinas do virus. A tiorredoxina (proteina bacteriana) em
conjunto com as proteinas pl, pIV e pXI participam do empacotamento viral e a pV ¢
substituida pelas proteinas de capsideo que se encontram ancoradas na membrana da
célula para a secre¢do de novas particulas virais (BARBAS et al., 2001; RUSSEL,
LOWMAN & CLACKSON, 2004).

1.7.2 — Fagomideos

Os fagomideos sdo vetores que codificam apenas uma proteina do capsideo viral
aonde o gene de interesse ¢ inserido proximo ao sitio de clonagem. A utilizagdo de
fagomideos aumenta a diversidade da biblioteca, visto que ndo se faz necessdrio a
utilizagdo de bacteriofagos contendo a informacao genética completa do virus. Todavia,
para a amplificacdo dos fagomideos ¢ necessario a utilizagdo de um fago auxiliar

(Helper Phage) em culturas bacterianas que realizara a codificacao das outras proteinas
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indispensaveis para a replicacao viral. (VIEIRA & MESSING, 1987; HOOGENBOOM
et al., 2002).

Um exemplo de fagomideo ¢ o vetor pCOMB3X. Como os fagos auxiliares
codificam todas as proteinas virais, ocorre no momento da amplificagcdo, a formagao de
capsideos das proteinas nativas provenientes do fago auxiliar, bem como a geragao de
capsideos recombinantes provenientes do fagomideo, sem que a infectividade viral

fique comprometida (RUSSEL, LOWMAN & CLACKSON, 2004).

1.7.3 — Utilizacio de Bibliotecas de anticorpos

Os anticorpos foram as primeiras proteinas a serem expressas na superficie de
fagos com a fusdo da sequéncia génica das regides variaveis (V) com a proteina pllIl do
bacteridfago e atualmente ¢ frequente a construgdo de bibliotecas de anticorpos
recombinantes na forma scFV ou Fab (MCCAFFERTY & GRIFFITHS, 1996,
HOOGENBOOM et al., 2002). A biblioteca ¢ criada com a extracdo de RNAs
codificadores de imunoglobulinas em camundongos, galinhas, coelhos e humanos.
(DOUGUCHI, HASHIUCHI & SAKAMOTO, 2009). As amostras bioldgicas como
células do bago, medula e sangue periférico que contém linfocitos B sdo utilizadas para

a extragao dos transcritos (CHEN et al., 2008).

Os seres humanos possuem uma variabilidade génica de anticorpos a nivel
cromossomal ligados a trés loci de cadeia pesada (VH, D e JH) e dois loci de cadeia
leve (VL e JL) (POSNER et al, 1994; ZACHAU, 1995; DANTAS-BARBOSA,
BRIGIDO & MARANHAO, 2005). Assim, a utilizagio de uma biblioteca de anticorpos
humanos para a selecdo de anticorpos monoclonais, utilizando VLP de norovirus como
molécula alvo, pode fornecer ferramentas importantes com relagdo ao diagnostico
destes virus.

No estudo de LOCHRIDGE et al. (2005) foi utilizada uma biblioteca de
oligopeptideos aleatéria expressa em fagos reconhecida por anticorpos monoclonais
anti-VLP de NV produzidos em camundongos para identificar regides do capsideo viral.
E com a mesma biblioteca LOCHRIDGE & HARDY (2007) realizaram a comparagao

de residuos de aminoacidos presentes na proteina de capsideo de murino norovirus
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(MNV-1) com anticorpos monoclonais que reconhecem residuos de aminoacidos de

norovirus humano.

1.8 - Antigenicidade dos Norovirus

Devido a diversidade genética dos N'Vs, cerca de 30 genotipos podem infectar os
seres humanos, por isso, o desafio para a avaliacdo da diversidade e antigenicidade das
estirpes variaveis ¢ de extrema importancia com relagao aos diversos tipos de anticorpos

anti-NV existentes (GREEN, 2007).

O genotipo GII.4 tem circulado e evoluido por pelo menos quarenta anos (BOK
et al., 2009). Existe uma certa preocupacao com relacdo a imunidade pré-existente que
pode prejudicar a resposta imune a novas estirpes, pois a susceptibilidade genética
variavel de individuos infectados por NV permite a infec¢do por estipes diferentes como
por exemplo os gendtipos GI e GII (DONALDSON et al., 2010; LINDESMITH et al.,
2012).

O aparecimento de novas variantes de NV GIL.4 estd correlacionada com o
aumento do numero de pandemias que levanta a proposta que estas variantes podem
evoluir de forma semelhante ao virus Influenza A (BOK et al., 2009 e 14). Na tentativa
de superar a prote¢do heterotipica entre GI e GII ¢ interessante estudar epitopos

multivalentes (LOBUE et al., 2006; LINDESMITH et al., 2008).

O desenvolvimento do diagnodstico imunoldgico para NV tem sido dificultado
pela especificidade dos antigenos reconhecidos pelos anticorpos policlonais. Assim, a
importancia do desenvolvimento de anticorpos monoclonais que reconhecem os

genogrupos especificos reduz a possibilidade de reacdo cruzada (SHIOTA et al., 2007).

Virios laboratorios ja produziram anticorpos policlonais de NV utilizando VLP
produzida a partir do gene que codifica a proteina VP1. Os anticorpos policlonais de
coelho foram altamente especificos para os genotipos utilizados como antigenos
(KAMATA et al., 2005). Porém, esta especificidade a um determinado gendtipo tem
impedido o desenvolvimento de um bom kit diagnostico, o qual idealmente deveria

identificar epitopos entre genotipos distintos.
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Os anticorpos monoclonais sdo considerados as melhores ferramentas para a
deteccdo de diferentes estirpes de NV. Quando utilizados em testes de
imunocromatografia. por exemplo, os anticorpos monoclonais sdo considerados mais

estaveis que os anticorpos policlonais (YODA et al., 2003).

Alguns anticorpos monoclonais anti-NV ja existentes podem ser classificados
em dois grupos: um primeiro grupo que reconhece epitopos lineares intergenogrupo
reativos aos dominios S ou P1 e outro grupo que reconhece epitopos intragenogrupo.
Para tanto, a obtencdo de informacdes sobre a localizacdo dos epitopos especificos de
NV ¢ essencial para a constru¢do de uma ferramenta diagnostica (YODA et al., 2003;

PARKER et al., 2005).

No estudo de SHIOTA et al. (2007) foi desenvolvido um anticorpo monoclonal
em linhagem de células de mieloma P363-Ag-U que foi altamente reativo reconhecendo
os gendtipos 1, 4, 8 e 11 do GI e os gendtipos de 1 a7 e 12 a 15 do GII, com uma fraca
afinidade para GI-3 (SHIOTA et al., 2007).

Em andlises antigénicas ja pode ser observado que a posicdo especifica de
aminodacidos pode ser determinante. Um residuo de leucina na posi¢do 526 ¢ conservado
entre os calicivirus (CHEN et al., 2004). A fenilalanina na posi¢ao 425 ¢ conservada nos
NV GII (CHAKRAVARTY et al, 2005). E o residuo de glicina (G530) ¢ um
componente critico quando ocorre a mudanga de glicina para alanina, pois gera um
efeito moderado de reatividade quando a glicina ¢ o componente do epitopo (PARKER

et al., 2005).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais produzidos em camundongos deixa
claramente identificada que os aminoacidos 294, 296, 297, 298, 368 e 372
compreendem epitopos de bloqueio nas estirpes de GII.4 do ano de 1987 até GII.4 do
ano de 2006. Foi observado ainda que a utilizagdo da estirpe 2006 reagiu com VLPs que
circularam a partir de 2002 e também com as variantes circulantes apds 2006

(DEBBINK et al., 2012; LINDESMITH et al., 2012).

Todo este cenario justifica o estudo do desenvolvimento de anticorpos
monoclonais para fim diagndstico, visto que a imunidade protetora para NV ainda

encontra-se controversa.
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Os anticorpos monoclonais até hoje desenvolvidos para NV utilizaram na sua
grande maioria a ferramenta de hibridoma e imunizagdo de camundongos. CHEN et al.
(2013) utilizou a produc¢do de uma biblioteca de anticorpos monoclonais de NV em
chimpanzés por meio da técnica de Phage Display, sendo que estes animais sio
infectados principalmente pelo GI. Todavia, estudos utilizando a mesma técnica com a
participagdo de anticorpos monoclonais humanos ainda estdo sendo realizados, sendo
que a utilizagdo do repertdério completo de uma biblioteca humana ainda ndo foi descrita

(CHEN et al.,, 2013; ROGERS et al. 2013).

1.9 — Diagnostico dos Norovirus

A microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada inicialmente para
identificar as particulas de NV, porém apresenta uma sensibilidade inferior (em torno de
25% a menos) se comparada com a técnica de RT-PCR (RICHARDS et al., 2003). Este
método ¢ utilizado em laboratorio de saude publica em muitos paises, contudo, exige
um microscopista bem qualificado além de um equipamento muito caro, que torna

inviavel para o diagndstico clinico (WRIGHT et al., 1998).

A utilizagdo da técnica de RT-PCR em fezes e vomitos foi considerada o exame
de escolha para o diagnostico de NV, sendo considerada sensivel e especifica, possibili-
tando estudos epidemiolégicos para a identificacdo de surtos de gastroenterites.
Todavia, a sensibilidade do teste esta diretamente relacionada com a utilizacdo de
primers capazes de amplificar diferentes estirpes de NV. Dentre o pool de primers
utilizados para as ORFs 1, 2 e 3 os melhores resultados obtidos foram com primers da
regido da polimerase viral da ORF1, considerada mais conservada entre os genotipos.
Outra questdo relacionada a técnica ¢ a extracdo do RNA das amostras que pode ser
ineficiente, bem como a degradagdo do RNA viral devido o armazenamento das
amostras e presen¢a de ribonucleases (RNAses) (SCHWAB et al., 1997; KOOPMANS,
2008; SCIPIONI et al., 2008).

A técnica de Real Time RT-PCR quantifica moléculas especificas de DNA ou
RNA em amostras clinicas e apresentam vantagens sobre a técnica de PCR

convencional com maior sensibilidade e especificidade (TRUJILLO et al., 2006).
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Um método ideal para detec¢do de NV seria um ensaio répido, barato e mais
sensivel que o método de imunoensaio enzimatico (ELISA) ja disponivel. Os testes de
ELISA atualmente utilizados detectam o antigeno em amostras de fezes (Dako
Cytomation, Ely, UK 2001; Denka Seiken, Tokyo, Japan 2002; R-biopharm AG,
Germany 2004), porém, com baixa sensibilidade diagnostica devido a diversidade
genética dos NV (BULL et al., 2006). Estes testes vém utilizando em seus reagentes
VLPs produzidas por baculovirus recombinantes, soros hiperimunes e até mesmo
anticorpos monoclonais com as novas geragdes de kits RIDASCREEN® 3rd Generation
kit (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany), o que favoreceu o diagndstico

(CASTRICIANO et al., 2007).

O presente estudo tem como objetivo produzir VLPs de NV e selecionar
anticorpos monoclonais humanos (Fabs) apresentados em fagos. A escolha desta
ferramenta molecular foi determinante devido a sele¢@o ndo estar relacionada apenas a

um Unico anticorpo monoclonal, mas sim a uma vasta biblioteca de anticorpos.

A selecdo de anticorpos anti-NV expressos em fagos para fins diagndsticos pode
oferecer diversas vantagens sobre os anticorpos monoclonais atualmente produzidos
devido a diminui¢cdo do tempo e do custo de produgdo e ainda com relagdo a facilidade
de isolamento de fagos contra outras estirpes epidémicas e as que estdo a emergir. Estes
anticorpos monoclonais humanos podem ser Uteis para o conhecimento dos sitios de

ligacdo como dominios S, P1 e P2 do NV.

Pouco sdo os conhecimentos sobre a circulagdo de Norovirus (NV) no Brasil.
Em Brasilia, segundo OLIVEIRA & LATORRE (2010) as diarreias aparecem como as
principais causas de Obito entre as doengas infecciosas e parasitarias, apresentando uma
taxa de 13,6 obitos por 1.000 nascidos vivos. No periodo de 2007 a 2010 foram
notificados 336.751 casos de doengas diarreicas agudas no Distrito Federal, sendo que a
populagdo menor de 1 ano apresentou a taxa de 250,1 casos para cada 1.000 habitantes

de acordo com o relatorio de Situagdo do Distrito Federal (SVS/MS, 2011).

Pelo fato dos NV serem considerados a maior causa de infec¢do gastrointestinal
ndo bacteriana (JUNG et al., 2012), estes podem ser detectados em amostras de fezes e

vOmitos e por isso existe a necessidade de estabelecer novas técnicas de diagndstico.
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Assim, o grupo de virologia da UnB podera ser o primeiro a desenvolver VLP
GIl.4 de NV no Brasil o que contribuirda para o desenvolvimento de técnicas
imunologicas para fim diagnostico, tornando-se essencial o estudo deste virus para a

diminui¢do de morbimortalidade infantil.
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2. OBJETIVOS

GERAL:

Produzir VLP de NV a partir do sistema de expressdo de baculovirus e
selecionar anticorpos monoclonais humanos utilizando biblioteca apresentada em fagos
(Phage Display).

ESPECIFICOS:

- Produzir VLPs de norovirus utilizando o vetor pFASTBacl por meio do

sistema de expressao de proteinas heterdlogas.

- Purificar VLPs utilizando as técnicas de cloreto de césio e cromatografia por

troca idnica para posterior estudo de antigenicidade.

- Selecionar anticorpos monoclonais humanos a partir da biblioteca de

fragmentos de anticorpos (Fabs) apresentada em fagos frente as VLPs produzidas.

- Avaliar a diversidade de clones de fagos selecionados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Extracao de RNA

Para extracdo do RNA foi utilizada a metodologia do Trizol que consiste em
uma solucdo monofésica de fenol e guanidina isotiocianato. Durante a extragdo, o Trizol

rompe as cé¢lulas e mantém a integridade do RNA.

Em um microtubo de 1,5 mL foi adicionado 400 puL de tampao PBS e 100 pL de
amostra fecal. A suspensdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos e apds este
procedimento 250 pL do sobrenadante foram transferidos para um microtubo de

1,5 mL RNAse free.

A este volume adicionou-se 750 pL de Trizol LS (Invitrogen'™) e apds
homogeneizagdo em vortex por aproximadamente 15 segundos, o contetido foi incubado

a temperatura ambiente por 10 minutos.

Foram adicionados 200 pL de cloroféormio e o conteudo foi vortexado por 15
segundos e posteriormente incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacgdo, a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos. Foram formadas
trés fases apds o processo de centrifugagdo: uma fase fenol-cloroférmio no tergo inferior
do microtubo, outra fase no ter¢o intermediario e no terco superior, uma fase aquosa

aonde estava o0 RNA de interesse.

Da fase aquosa foram transferidos 400 pL para um novo microtubo de 1,5 mL
RNAse free ao qual foi adicionado isopropanol na mesma proporg¢ao (cerca de 400 pL)
para precipitacdo do RNA. O microtubo foi agitado por inversdo e incubado por 10
minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugado a 12.000 rpm por 10

minutos.

Em seguida todo o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol
a 75% com movimentos circulares a fim de realizar uma lavagem do RNA (pellet) apds
centrifugacdo a 7.000 rpm por 3 minutos. Todo o contetido de etanol foi descartado
permanecendo apenas pellet ¢ o microtubo foi mantido no gelo para secagem total do

etanol e posteriormente o sedimento foi ressuspenso com 12 pL de 4gua RNAse free.
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3.2 - Transcricao Reversa

A enzima utilizada para a transcricdo reversa foi a SuperScript™ III Reverse
Transcriptase (SS III RT) (Invitrogen'™) uma versdo modificada da enzima M-MLV
(Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) que reduz a agdo de RNA H e confere

mais estabilidade térmica a reacao.

Em um microtubo RNAse free adicionou-se 1 pul de primer randomico, 1 puL de
dNTP a 10 mM, 5 uLL de RNA previamente extraido de acordo com o topico 3.1 ¢ 6 uL
de 4gua RNA-se free.

A mistura foi incubada a 65° C por 5 minutos e posteriormente, a amostra foi
incubada no gelo por 1 minuto. Adicionou-se 4 pL. do tampao da enzima (5X First-
Strand Buffer), 1 uL de DTT (0,1 M), 1 uL de RNAse OUT e 1 pL da enzima SS III
RT.

O microtubo foi incubado a 25° C por 5 minutos e em seguida incubado a 50° C
por 1 hora. Apos este passo realizou-se uma ultima incubacao a 70° C por 15 minutos.
Apds a obtengdo do cDNA as amostras foram encaminhadas para o processo de

amplificacdo do material genético.

3.3 - Amplificacio génica

Um isolado de suspensdo fecal (4474) identificado pelo estudo de projeto
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF n° 93/09 em 11/05/2009 cedido
pelo Nucleo de Virologia do Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal
(LACEN) foi detectado o norovirus GII.4 pela técnica de RT-PCR multiplex
(ELNIFRO et al., 2000) e ap6s sequenciamento foi identificado como variante 2006b.
Esta amostra era de 2007, de uma crianca de 1 ano de idade, moradora de Planaltina/DF.
O aspecto das fezes foi relatado como diarreico e os resultados dos exames laboratoriais

realizados foram negativos para bactérias piogénicas e para rotavirus (ELISA).

Os pares de primers Noroll/4 BamH I For e M10 Sac Pst I Rev (Tabela 1) foram

utilizados para amplificar os genes que correspondem as proteinas VP1, VP2 e a regido
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3’UTR por meio da técnica de PCR, com a acdo da enzima termoestdvel Long Amp

DNA polimerase (New England Biolabs).

Tabela 1. Primers utilizados nas rea¢des de PCR

Amplificacdo da regiio VP1 e VP2

Noroll/4 BamH I For 5’ - TTT GGA TCC ATG AAG ATG GCG TCG AA -3’
M10 Sac Pst I Rev 3’- TATT CTG CAG AGC TCA AGC GTT ATC AAC GCAGA -5’

A decisdo em expressar as proteinas VP1+VP2+3°UTR foi baseada de acordo
com o estudo realizado por BERTOLOTTI-CIARLET et al. (2003), o qual demonstra
que os elementos de regulacdo génica através da interacdo de proteinas virais ou
celulares podem estar associados a sintese de VP2. Até o momento a relagdo dos
elementos como cauda de poli (A) e a regido terminadora 3 UTR na expressdo génica
de NV ainda ndo esta definida, todavia, a expressdo de VP1 em células de inseto foi

aumentada com a presenga da regido 3’UTR em baculovirus recombinantes.

A reacdo de PCR seguiu as seguintes condigdes:

Mistura da reacio Programa

Sul Tampao 5X da Long Amp 80°C 1 minuto

3 uL dNTPs 2,5 uM 94°C 2 minutos
0,5 uL primer Noroll/4 BamH I For (10mM) 94°C 30 segundos
0,5 uL primer M10 Sac Pst I Rev (10mM) 55°C 1 minuto

1 uL cDNA obtido na RT-PCR 65°C 2minutos

1 uL enzima Long Amp 65°C 10 minutos
14 uLL H,O Milli Q 12°C (préxima etapa)

Volume final de 25 pL 35 ciclos

O tamanho esperado dos fragmentos de DNA amplificados era de 2418 pb. Para

a confirmag¢ao, submeteram-se os produtos de PCR a eletroforese em gel de agarose 1%.

Com o objetivo de aumentar a quantidade de DNA foram realizadas mais 5

reagdes e devido a caracteristica dos produtos de PCR possuirem extremidades abruptas
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criadas pela Long Amp DNA polimerase, foi realizada a adenila¢do do inserto com Taq
DNA polimerase (Invitrogen' ™) submetidos a uma temperatura de 70°C por 30 minutos,

para a clonagem em pGEM-T Easy (Promega®).

O vetor pGEM-T Easy (Promega®) ¢ considerado de alta producdo de copias
devido a presenga de promotores T7 e SP6 RNA polimerase que estdo presentes na
regido de clonagem multipla. Além disso, ¢ linearizado nas extremidades da regido 3’
com a presenca de uma timidina, o que melhora significativamente a eficiéncia da
ligagdo dos produtos de PCR, impedindo a recircularizagdo do mesmo. O plasmideo em
questdo contém sitios de restricdo na regido de clonagem multipla e ¢ flanqueado pelas

enzimas de restricdo EcoR I, BstZ I e Not L.

Ap6s a corrida de eletroforese em gel de agarose 1% corou-se o gel com Violeta
Cristal (40pg/mL). A banda formada de fragmentos de DNA foi submetida a técnica de
purificacdo utilizando o kit /llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare).

Quantificou-se em gel o produto da purificacdo para a posterior ligacdo no vetor
plasmidial pGEM-T Easy (Promega®) de acordo com o fabricante utilizando a enzima

T4 DNA ligase (Promega®) na condi¢@o de 4°C durante a noite.

3.4 - Preparo das células eletrocompetentes DHSa

Estas células sdo adequadas para a construgdo de bancos de genes ou bibliotecas
de cDNA utilizando vetores derivados de plasmideos. O marcador @80lacZAMI15
proporciona a o complementagdo do gene da B-galactosidase a partir de vetores
especificos, tornando-se possivel o rastreio das colonias azuis e brancas nas placas com

colonias bacterianas. (Invitrogen' ™)

As células de Escherichia coli DH50 foram preparadas de acordo com

SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989.
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3.5 - Transformacao em E.coli DH5a

Ap0s a ligagdo do inserto ao vetor pPGEM-T Easy (Promega®), adicionou-se 2,5
uL do produto de ligagdo a 50 puL de células DHS5a e a transformacdo seguiu os

parametros elétricos: 1,8 kV, 25 F e 200Q2.

Adicionou-se 1 mL de meio SOC e as células eletroporadas foram submetidas a
incubacgdo a 37°C sob agitacdo de 240 rpm por 1 hora. Em uma placa contendo meio LB
agar com ampicilina (100 ug/mL), IPTG (40 pg/mL) e X-Gal (100 pug/mL) foram

semeados 100 pL das células.

As colonias brancas foram selecionadas e inoculadas em 3 mL de meio LB
liquido com ampicilina (100 pg/mL) e submetidas a incubagdo a 37°C sob agitagdo de

240 rpm durante a noite.

A extragdo plasmidial foi realizada pela técnica padrdo de miniprep de acordo
com SAMBROOK & RUSSEL, 2006. Posteriormente digeriu-se os clones de perfil
esperado com a enzima EcoR I (New England Biolabs, 20 U/uL) para confirmagao apds

corrida em gel de agarose 1%.

Estes clones foram enviados para sequenciamento na Macrogen (Coréia) e com
o auxilio dos programas Staden Package e BLAST para andlise dos sequenciamentos,

confirmados clones no sentido correto (frame).

Ap6s digestao dupla com as enzimas BamH I e Pst I (New England Biolabs, 20
U/uL) purificou-se o inserto liberado do vetor pPGEM-T Easy (Promega®) conforme
descrito anteriormente para a posterior subclonagem no vetor pFASTBacl

(Invitrogen™™).

No vetor pFASTBacl (Invitrogen™) a expressio do gene de interesse &
controlada pelo promotor da poliedrina (PH) ou promotor p10 para a expressdao em alto
nivel em células de inserto. Este plasmideo transporta o elemento Tn7 contendo o gene
de resisténcia a gentamicina, o promotor da poliedrina, uma regido multipla no sitio de

clonagem e o sinal de poliadenilagao SV40.
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3.6 - Subclonagem em pFASTBacl

O vetor de expressio pFASTBacl (Invitrogen'™) foi previamente submetido a
digestao dupla com as enzimas BamH [ e Pst I (New England Biolabs, 20 U/uL). Em
seguida realizou-se a desfosforilagdo com CIP (New England Biolabs, 10 U/uL) por 1h
a37°C.

A ligagdo do inserto ao vetor conforme descrito no final do item 3.3 foi
realizada. A transformacdo em células DH5a e a extragdo do DNA plasmidial foram

realizadas conforme descrito no tépico 3.5.

Os clones de interesse foram digeridos com as enzimas BamH I e Pst [ (New
England Biolabs, 20 U/uL) confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% e

posteriormente encaminhados para andlise de sequenciamento na Macrogen (Coréia).

3.7 - Preparo das células termocompetentes DH10Bac

As células DHI0OBac s3o utilizadas para a produgcdo de baculovirus
recombinantes e expressdo de proteinas. Estas células contém um bacmideo
pMON14272 e um plasmideo auxiliar pMON7124. O bacmideo contém um replicon
mini-F, o gene de resisténcia a canamicina, o sitio attTn7 e o fator de complementagao
LacZ a. O plasmideo auxiliar contém a regido tnsABCD que fornece as proteinas
necessarias para a transposi¢do no sitio de inser¢do mini-Tn7 do plasmideo doador no

local de destino no bacmideo (Invitrogen™).

Colonias de células Escherichia coli DH10Bac foram crescidas em placa
contendo LB agar apos incubagdo durante a noite (cerca de 18 horas). Com colonias
isoladas da placa realizou-se um pré-inéculo em tubo conico de 15 mL contendo 1 mL
de meio LB liquido. O tubo foi submetido a incubagdo de 37°C a 240 rpm durante a

noite.

Em dois erlenmeyers de 500 mL contendo 250 mL de meio LB liquido estéril

em cada um, adicionou-se 200 pL de pré-indculo. Apos 2 a 3 horas de incubagdo a 37°C
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e 240 rpm realizou-se a leitura espectofotométrica para observar a densidade 6tica (O.D

600), sendo ideal uma O.D de 0,6 a 0,7.

Apos atingir a O.D esperada os volumes foram transferidos dos erlenmeyers
para tubos de centrifuga estéreis (corex) e a partir desta etapa todo o procedimento foi

realizado em condi¢des refrigeradas. Os tubos permaneceram no gelo por 15 minutos.

Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram desprezados e adicionou-se 200 mL da Solucdo 1 gelada em cada
tubo e incubou-se no gelo por 15 minutos. Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por

5 minutos a 4°C.

Soluciao 1

0,588¢g Acetato de potassio 30mM
2,42¢g Cloreto de rubidio 100mM
0,294¢ Cloreto de célcio 10mM

2g Cloreto de manganés 50mM
30mL Glicerol 15%

pH 5,8

Os sobrenadantes foram desprezados e os pellets ressuspensos com 100 mL da
Solucdo 2 gelada em cada tubo e incubou-se no gelo por 15 minutos. Os tubos foram

centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C.

Solucio 2

0,21g MOPS 100mM

I,1g Cloreto de célcio 75SmM
0,121g Cloreto de rubidio 10mM
15mL Glicerol 15%

pH 6,5

O conteudo dos tubos foram reunidos 2 a 2, restando 4 tubos cénicos com 50 mL
de Glicerol 10% e células. Os tubos foram centrifugados a 4500 rpm por 15 minutos a
12°C. Os conteudos foram novamente reunidos nas mesmas condi¢gdes até restar um

unico tubo.
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O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas num volume residual de
1 mL da Solugdo 2. Estas foram aliquotadas no volume de 100 uL. em microtubos de 1,5
mL e congeladas rapidamente em nitrogénio liquido antes de serem acondicionadas a -

80°C.

3.8 - Transformacio em DH10Bac e Sistema Bac-to-Bac

Como ja descrito, as células de Escherichia coli denominadas DHI10Bac
possuem o genoma completo de um baculovirus sob a forma plasmidial (bacmideo).
Este, apresenta um sitio de inser¢do de clonagem por um mecanismo de transposi¢ao
sitio-especifica no locus da poliedrina (Tn7) e um outro plasmideo auxiliar (helper), o
qual codifica transposases para o evento de transposicdo entre o plasmideo doador

pFASTBacl como inserto de interesse e o genoma do bacmideo receptor (Figura 3).
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Figura 3. Sistema Bac-to-Bac de expressdo. Figura representativa da transformagdo de bactérias
DH10Bac que possuem o genoma do baculovirus AcMNPV na forma de bacmideo, o plasmideo
pFASTBacl e o inserto de interesse (1). A transposi¢do (2) permite a inser¢do do gene selecionado no
bacmideo que posteriormente ¢ selecionado pelo antibidtico canamicina, seguido da extragdo do DNA do

bacmideo (3). Transfec¢do do bacmideo nas células de inseto (4). Pode ser realizada a titulagdo viral para
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infectar novas células e a posterior produgdo da proteina recombinante (5). Fonte: Bac-to-bac Baculovirus

Expression System Manual — Invitrogen™

Esta transformacdo foi realizada pelo método de choque térmico a 42°C,
conforme instrugdes do fabricante (Invitrogen'™). As colonias foram selecionadas apos
a incubagdo de 48 horas a temperatura de 37°C das placas com LB &4gar contendo 50
pg/mL de canamicina, 7 pg/mL de gentamicina, 10 pg/mL de tetraciclina, 100 ug/mL
de X-Gal e 40 pg/mL de IPTG.

Cada colonia branca foi transferida para um tubo conico de 12 mL contendo 3
mL de meio LB liquido com as mesmas concentragdes de canamicina e gentamicina
descritas anteriormente, pois, o gene de resisténcia a canamicina esta localizado no
bacmideo e nas células DH10Bac e o gene de resisténcia a gentamicina esta apenas nas

bactérias nas quais ocorreram o evento de transposicao.

Os indculos foram incubados a 37°C sob agitacdo de 240 rpm durante a noite. O
DNA plasmidial sequencialmente extraido seguiu as orienta¢cdes do fabricante (Bac-to-

bac Baculovirus Expression System Manual — Invitrogen'™).

3.9 - Confirmacao dos bacmideos

O DNA do bacmideo apresenta alto peso molecular e nimero baixo de copias,
portanto, a confirmacdo da transposi¢ao ¢ realizada por meio de PCR. As combinagdes
dos primers M13 For com M10 Sac Pst I Rev e Noroll/4 BamH I For e M13 Rev foram

utilizadas. As sequencias dos primers M13 estdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados nas reagdes de PCR para confirmagdo do bacmideo.

Confirmacao do bacmideo

M13 For 5’ - GTT TTC CCA GTC ACG AC -3’
M13 Rev 5’ - CAG GAA ACA GCT ATGAC-3’

As reacdes de PCR seguiram as condigdes abaixo:



Mistura da reaciao 1
2,5uL Tampao 5X da Long Amp
2 uL dNTPs 2,5 uM
0,5 uL primer Noroll/4 BamH I For (10mM)
0,5 uL primer M13 Rev (10mM)
0,5 uL DNA do bacmideo
0,2 pL enzima Long Amp
18,8 uL. H,O Milli Q

Volume final de 25 pLL

Mistura da reacio 2

2,5uL Tampao 5X da Long Amp
2 uL dNTPs 2,5 uM
0,5 uL primer M13 For (10mM)
0,5 uL primer M10 Sac Pst I Rev (10mM)
0,5 uL DNA do bacmideo
0,2 pL enzima Long Amp
18,8 uL H,O Milli Q

Volume final de 25 pL
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Programa
80°C 1 minuto
94°C 2 minutos

94°C 15 segundos
50°C 30 segundos
65°C 3 minutos
65°C 10 minutos
12°C (proxima etapa)

35 ciclos

Programa
80°C 1 minuto
94°C 2 minutos

94°C 15 segundos
50°C 30 segundos
65°C 3 minutos
65°C 10 minutos
12°C (proxima etapa)

35 ciclos

Os produtos das reagdes de PCR foram confirmados em eletroforese de gel de

agarose 1%.

3.10 - Transfeccao em células de inseto

Cerca de 1 pug de bacmideo recombinante foi diluido em 200 uL. do meio TC-

100 sem soro fetal bovino em placas de poliestireno individuais (35mm). Acrescentou-

se em outra placa um volume de 5 pL de Cellfectin (Invitrogen' ') para cada 200 pL de

meio TC-100 sem soro, por amostra. A exposicdo do DNA do bacmideo a vesiculas
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pequenas compostas por bicamadas de fosfolipideos sdo introduzidos nas células de
inseto. Estes lipossomos fusionam-se a membrana das células e entdo o DNA ¢ liberado

no interior do citoplasma celular e encaminhado ao nucleo para iniciar a infec¢ao viral.

Retirou-se 200 pL desta mistura e acrescentou-se a cada placa com as células
BTITn5B1-4 (Trichoplusia ni) que receberam os bacmideos recombinantes. Apds
incubagdo de 30 minutos, uma placa de poliestireno de 6 pogos (9,6 cm®) contendo
células da mesma linhagem recebeu o DNA e lipossomos nos pogos identificados para

cada amostra e foi incubada a temperatura ambiente por trés horas.

As células BTI-Tn5B1-4 apesar de formarem monocamadas irregulares em
placas, sdo adaptaveis para cultura em suspensdo isenta de soro e fornecem maior

expressdo de proteinas recombinantes (5 a 10 vezes) se comparadas com a linhagem Sf-

21.

Ap0s o periodo de trés horas acrescentou-se 1,5 mL de meio TC-100 contendo
10% de soro fetal bovino e entdo a placa foi submetida a uma incubagdo a 27°C por 7

dias.

3.11 - Cinética de proteinas

Observou-se o pico de expressao das VLPs de NV apos os tempos de 24 h.p.i,
48 h.p.i, 72 h.p.i e 120 h.p.i, aonde foram recolhidos os sobrenadantes das placas. Os
sobrenadantes de cada tempo foram submetidos a centrifugagdo de 5000 rpm por 5

minutos para a retirada das células.

Novas células da linhagem BTI-Tn5B1-4 foram infectadas em trés garrafas de
material plastico para cultivo de células de inseto TPP® (Techno Plastic Products AG,
Switzerland) de 75cm” (cerca de 5x10° ¢ 1x10” células) com o sobrenadante das células
apos 120 h.p.i. Apds 5 dias de infeccdo o sobrenadante que correspondeu a 105 mL de
meio de cultura foi submetido ao processo de ultracentrifugacdo, apos a retirada das

células. Dez mililitros do sobrenadante foram reservados como estoque viral.
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O volume total foi submetido a ultracentrifugagdo no Rotor 70 Ti Beckman a
uma velocidade de 30000 rpm por 2 horas sob temperatura de 4°C para a sedimentacao

das proteinas.

Os pellets ressuspensos em tampao PBS 0,5x pH 5.5 foram reservados para
andlise por SDS-PAGE e Western Blotting utilizando o tempo zero (Mock) como

controle negativo.

Nestes mesmos periodos as células de inseto foram observadas no microscopio
de luz invertida Axiovert 100 (Zeiss) para verificagdo dos sintomas de infec¢do (relagdo

nucleo citoplasma e morfologia celular).

3.12 - Multiplicidade de Infeccao (MOI)

Para que o virus seja determinado como infectivo, varios fatores precisam estar
envolvidos como a propor¢do das particulas virais completas ou infecciosas, o

reconhecimento do receptor celular e a suscetibilidade da célula hospedeira.

Em suspensdes virais com as células que serdo infectadas ¢ importante
determinar a proporcao entre a quantidade de virus que sera inoculada e a quantidade de
c¢lulas no momento da infecgao (O REILLY, MILLER & LUCKOW, 1994). Portanto,

o estoque viral da infec¢@o obtida no item 3.11 foi titulado.

Para quantificar o estoque viral foram infectadas células diluidas de maneira em
que a diluicdo do estoque viral variasse entre 0,05 e 0,1 em placa estéril de 96 pocos.
Apos 7 dias de infec¢do realizou-se a leitura da placa no microscopio de luz invertida

Axiovert 100 (Zeiss) e calculou-se o MOI da seguinte maneira:

Inoculo (mL) = MOI (pfu/cel) x nimero de células / titulo estoque viral (pfu/mL)

O titulo foi determinado pelo método de TCID50 (REED & MUENCH, 1938).
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3.13 - Purificacio da VLP com Cloreto de Césio (CsCl) e por fon

Exchange (cromatografia por troca ionica)

Para assegurar a pureza das VLPs construidas nos sistemas de expressdo, as
técnicas de purificagdo devem ser empregadas de acordo com cada tipo de virus. Os
principais tipos de purificacdo incluem lise celular, métodos de clarificacdo,
concentragdo e remocdo de células ou produtos residuais. Em algumas técnicas de
expressdo como a utilizacdo de células de inseto, as VLPs s3o secretadas para o meio de
cultura e os passos de purificacdo sdo realizados com o sobrenadante das placas

infectadas (ZELTINS, 2013).

Porém, nos casos em que as VLPs montadas permanecem dentro da célula ¢
importante verificar de acordo com a natureza viral se a melhor alternativa ¢ a utilizagao
de detergentes para a lise das células, ou algum tratamento mecanico como sonicagao
(dispersao ultra-sonica) , repetidos ciclos de gelo/degelo e em alguns casos tratamentos
enzimaticos. Vale ressaltar que para cada VLP construida deve ser utilizado um tampao
de extragdo com pH que mantenha a estabilidade e integridade da particula, bem como
nos casos de proteger as particulas de proteases e oxidagdo. Estes tampdes devem ser

suplementados com agentes quelantes e inibidores de proteases (ZELTINS, 2013).

Em escala laboratorial as purificagdes de VLPs por ultracentrifugacido pelos
gradientes de cloreto de césio (CsCl) e sacarose sdo muitas vezes suficientes para a
obtencdo de particulas puras, porém, com baixa escalabilidade e muitas horas de
ultracentrifugagdo. Em escala industrial a utilizacdo de ultracentrifugagdes obtém
algumas restri¢des, devido ao risco de agregacao das particulas, a falta de escalabilidade

¢ o aumento da intensidade do trabalho (KOHO et al., 2012; ZELTINS, 2013).

A cromatografia i0nica (lon Exchange) ¢ outra metodologia que pode ser
aplicada para purificagdo a qual separa biomoléculas de acordo com a diferenga das
cargas i0nicas. Atualmente esta técnica vem sendo utilizada para purificacdo de
proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos. A técnica é capaz de separar biomoléculas
apenas com pequenas diferencas de potencial i6nico e uma vez que todas as moléculas

com grupos ionizaveis podem ser tituladas, a carga destas em uma superficie liquida ¢
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totalmente dependente do pH (BIOSCIENCES, 2004; VICENTE et al., 2011; KOHO et
al., 2012).

A interacdo entre moléculas carregadas e os meios com cargas opostas sdo
controlados para fornecer a ligagdo e elui¢do das moléculas especificas. Assim, uma
proteina que ndo possui carga a um pH equivalente ao seu ponto isoelétrico (PI), ndo
realizard a interagdo com o meio ou uma matriz de particulas esférica que sdo
positivamente ou negativamente carregadas (coluna). J4 uma proteina a um determinado
pH acima do seu ponto isoelétrico ligar-se-a4 de forma positiva e a um pH abaixo do seu

PI, a ligacdo sera de carga negativa (BIOSCIENCES, 2004).

Para determinar a resolu¢do da separacdo de biomoléculas pela técnica de troca
i0nica, realiza-se a combina¢do do grau de separagdo dos picos eluidos da coluna, a
capacidade da coluna de produzir picos simétricos e a quantidade de amostra aplicada
no sistema. Estes fatores sdo influenciados pelas propriedades da matriz, condi¢cdes de
ligagdo e eluicdo, condicionamento da coluna, taxas de fluxo, trocas i0nicas para entdo a
resolucdo (Rs) ser definida como a distancia entre os picos maximos em comparagao
com a média da largura da base destes picos, que podem ser observados na analise do

cromatograma (BIOSCIENCES, 2004).

Portanto, apds a expressdo proteica e purificacdo, as amostras devem ser
acondicionadas nas mesmas condicdes que o tampdao de partida utilizado na
cromatografia, todavia posteriormente deverdo ser dialisadas em um tampao de pH

determinado para a conservacao das VLPs.

3.13.1 — Cloreto de Césio

O pellet equivalente a 105 mL de meio de cultura obtido por meio da
ultracentrifuga¢do descrita no item 3.11 foi ressuspenso com Cloreto de Césio (CsCl

0,39g/mL) diluido em PBS 0,5x pH 5.5, de acordo com AUSAR et al. (2006).

O material foi ultracentrifugado no Rotor SW50 Ti Beckman a 35000 rpm por
18 horas a 4°C. As fases superior, média e inferior foram coletadas, devidamente

identificadas e dialisadas no tampao PBS 0,5x pH 5.5 em trés ciclos de 3 horas cada.
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As amostras foram estocadas a 4°C para posterior analise por SDS-PAGE e

Western Blotting.

3.13.2 — Cromatografia por troca ionica

Seis garrafas plasticas de 75cm® contendo células da linhagem BTI-Tn5B1-4
foram infectadas com cerca de 1 mL de estoque viral para realizar a purificacdo de

maior quantidade de proteinas, o que correspondeu a 210mL de meio de cultura.

Para a coleta do sobrenadante realizou-se centrifugacdo a 3000 rpm por 5

minutos e o sobrenadante foi reservado para ser submetido ao colchdo de sacarose a

20%.

As células foram lavadas por trés vezes no Tampao Fosfato de S6dio 50 mM por
centrifugacdo a 3000 rpm por 15minutos. Realizou-se uma lavagem final com Tampao
Fosfato de So6dio 50 mM adicionado de Triton 1% para lise celular com as mesmas

condigoes de centrifugagao.

Com o sobrenadante resultante das trés lavagens com Tampao Fosfato de Sodio
50 mM e o sobrenadante da lavagem com o mesmo tampao acrescido de Triton 1%
realizou-se o colchdo de sacarose 20% (cerca de 1/3 do volume de sacarose a 20%
diluida no Tampao Fosfato de S6dio 50 mM e 2/3 do volume de sobrenadante) que foi
ultracentrifugado no Rotor T451 Beckman a 14000 rpm por 1 hora a 4°C.

O pellets foram ressuspensos em 1 mL do tampao Fosfato de S6dio 50 mM para

manter as condigdes de pH e entdo submetidos a purificagdo por cromatografia.

A preparacdo correta do tampdo ¢ essencial para que se obtenha uma Otima
separagdo das proteinas e evitar qualquer deterioracdao na coluna. Pequenos volumes de
amostras com alta concentragdo de sal e apos a retirada de possiveis contaminantes
como lipideos ou detergentes i0nicos devem ser diluidos com o tampao de inicio para a

cromatografia a fim de reduzir a quantidade de sal e ndo impedir a ligagdo na coluna.
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As amostras foram submetidas a purificacdo apds as condi¢des adequadas do
aparelho AKTA purifier (GE Healthcare Lifesciences) e a coluna foi equilibrada
previamente com tampao Fosfato de S6dio 50 mM (pH 7,0). Foi aplicada a amostra na
coluna de resina de 1 ml HiTrap Q FF (GE Healthcare) com taxa de fluxo de 150 co/h
de acordo com KOHO et al. (2012).

A coluna ou meio foi equilibrada antes do processo de purificagdo, por isso,
tanto o pH quanto a for¢a i6nica do tampdo de equilibrio devem ser devidamente
selecionados para assegurar que, por exemplo, as VLPs fiquem ligadas na coluna e o
restante de outras proteinas que possam ser consideradas impurezas ndo sejam

1onicamente selecionadas.

Ap0s a ligacdo das proteinas de interesse, ocorreu o processo de eluicdo com o
aumento da forga i0nica por meio da utilizacdo de um tampao com maior concentragcao
de sal ou alteracdo do pH. Com o aumento de sais, principalmente sddio e cloreto, os
ions competem com os componentes ou proteinas ligadas na coluna e entdo as proteinas
sdo eluidas. As proteinas com menor carga liquida no pH selecionado foram
primeiramente eluidas da coluna de acordo com o aumento da concentragdo de sais,

enquanto que as proteinas de maior carga liquida foram eluidas posteriormente.

As proteinas foram eluidas utilizando um gradiente de 10%, 20% e 40% do

tampao de eluigdo NaCl 1M, 50 mM de Fosfato de Sédio, pH 7,0.

Por fim a coluna foi lavada com 10 CV (volume da coluna) de tampao de eluigdo

e equilibrada com o tampao de corrida até uma constante UV de 280nm.

3.14 - Quantificacdo da proteina

As proteinas foram quantificadas de acordo com o protocolo NanoDrop 3300

Quant-iT Protein Assay (Thermo Scientific).
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3.15 - SDS-PAGE e Western Blotting

Foram acrescentadas 10 pul. das amostras purificadas das amostras obtidas pela
purificacdo por CsCl e cromatografia ao mesmo volume do tampao de amostra SDS e

incubado a 95°C por 5 minutos.

Realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% conforme Laemmli
(1970). As amostras foram analisadas em duplicata (dois géis), um para analise do SDS-
PAGE o qual foi submetido a coloragdo do Comassie blue e outro gel o qual foi
utilizado para transferéncia das proteinas a uma membrana de Nitrocelulose Amershan
Hybond C (GE Healthcare) utilizando o Trans-blot (Bio-Rad) de acordo com o

protocolo estabelecido pelo fabricante.

Utilizou-se o marcador Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas) que
torna possivel a visualizagdo da transferéncia das proteinas para a membrana apds o

periodo de 15 minutos al5 V.

Bloqueou-se a membrana foi com o tampao PBS 1X com 3% de leite em po
desnatado por 1 hora. Em seguida adicionou-se o anticorpo primario produzido em
coelho (anti-NV GII/4 gentilmente cedido por Dr. Shinichi Kobayashi, Aichi
Prefectural Institute of Public Health, Nagoya, Japao) na concentracdo de 1:5000 e

incubou-se por 2 horas sob leve agitagao.

A membrana foi lavada trés vezes com PBS Tween (0,1%) sob agitacao leve

com intervalos de trés minutos a cada lavagem.

Em seguida acrescentou-se o anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado
a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1:3000 e incubou-se por 1 hora
sob leve agitacdo. Novamente a membrana foi lavada trés vezes com PBS Tween
(0,1%) e posteriormente revelada com NBT/BCIP, sendo que estes reagentes sdo os
substratos para a¢do da fosfatase alcalina. Apds a reagdo, a mesma foi interrompida por

meio da lavagem com agua destilada.
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3.16 - Visualizacio das VLPs por Microscopia Eletronica de Transmissao

(MET)

Telas de cobre de 2,5 mm foram previamente preparadas com Formvar e 10 a

15 pLL da amostra em duplicata foram colocados em contato com as telas.

As telas foram incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente e em seguida
realizou-se a contrastagdo com acetato de uranila 1% por 5 minutos. Retirou-se o

excesso com agua destilada.

As telas foram observadas no MET JEM 1011 (JEOL) da Universidade de
Brasilia, bem como no MET EM 109 (Zeiss) da Escola Superior de Agricultura Luiz de

Queiroz — USP, com a colaboracdo do Dr. Elliot Watanabe Kitajima.

3.17 - Imunizac¢iao de Ratos

Dois ratos machos da linhagem Wistar, com pesos de 312 g (Rato 1) e 188 g
(Rato 2) foram sensibilizados com 30 ug de proteina de capsideo (VLP de NV)

purificada por cromatografia, em quatro imunizac¢des com intervalos de 2 semanas cada.

Na primeira sensibiliza¢do aplicou-se 150 uL. da amostra com o mesmo volume

de Adjuvante de Freund completo (Sigma-Aldrich) e a inoculagio foi subcutanea.

A partir da segunda sensibilizacdo, utilizou-se o Adjuvante de Freund
incompleto (Sigma-Aldrich). Apds 1 semana da ultima inoculagdo, realizou-se a pungao
cardiaca dos ratos e foi retirado cerca de 5 mL de sangue total do Rato 1 e 4 mL de
sangue total do Rato 2. Apds a coagulacdo, o sangue foi submetido a centrifugagdo a

3000 rpm por 10 minutos. O soro obtido foi armazenado a -20°C.
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3.18 - Phage Display

A selecao da Biblioteca de fagos pré-existente gentilmente cedida pela Dra.
Andrea Queiroz Maranhdo (construida durante o trabalho de Doutorado da aluna
Carmela Dantas Barbosa) foi realizada segundo o Phage Display - A Laboratory
Manual (BARBAS, 2001).

Esta biblioteca foi construida a partir da obtencdo de genes rearranjados das
cadeias varidveis leves e pesada de pacientes com osteossarcoma (DANTAS-
BARBOSA, BRIGIDO & MARANHAO, 2005). Os genes foram amplificados por PCR
(Figura 4) e o repertério obtido a partir da extracio de RNA de células sanguineas

periféricas especialmente os linfocitos B.

Primer 5’ .
ers Primer reverso

I e | (o]

Cadeia leve K Cadeia pesada (Fd)

Lo ] [ N | [ o]

Fab Humano

Figura 4. Representac@o esquematica do PCR de fusdo dos 3 ciclos para a obteng@o do Fab e posterior

clonagem em pComb3XSS. Tamanho esperado entre 1500 a 1600 pb.

Ligado a um plasmideo (pComb3XSS) o DNA obtido da amplificacdo foi
transformado em células de bactérias especificas e juntamente com a presenca de fagos
auxiliares (helpers) a informagdo genética da proteina foi fusionada, resultando na
formacdo de fagos recombinantes em que a proteina de interesse foi acoplada a proteina

de capsideo do fago (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica do vetor pComb3XSS. Este vetor possui cerca de 4,5 kb e os

promotores plac, ori ColE1, ori fl, ApR. Imediatamente ap6s a regido de clonagem do gene do anticorpo,
uma regido com seis histidinas (H6) pode ser utilizada para purificagdo em coluna de niquel ou para
deteccdo com anticorpo monoclonal anti-His Tag. Uma outra regido codificando os residuos que
constituem o epitopo de hemaglutinina (HA) possibilitam a detecgdo do Fab com a utilizagdo de um
anticorpo anti-hemaglutinina. A presenga do cédon (TAG) nédo reconhecido eficientemente por linhagens
supressoras (Sup E44), como por exemplo, a XL 1 — Blue ou TG1, permite a expressdo de proteinas de
fusdo ou a producdo do anticorpo livre da proteina III, na forma solivel, em algumas linhagens
bacterianas ndo supressoras (HB2151). A sequéncia codificadora para parte da proteina III de
bacteriofagos filamentosos (aminoacidos 230 a 406) também ¢ constituinte do plasmideo (SCOTT &
BARBAS, 2000).

Os fagos especificos foram amplificados para posteriores selecdes biologicas
que envolvem os ciclos de ligagdo, eluigdo e amplificacdo. (SMITH, 1985). Na etapa de
eluicdo foram utilizados tampdes acidos ou de elevada forga idnica que geraram uma
instabilidade inespecifica entre as proteinas e este fato aumenta a probabilidade de

selecionar fagos especificos que interagem com a molécula alvo (Figura 6) (VODNIK et

al.,, 2011).
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Exposigao dos fagos as moléculas Moléculas
Populagio de fagos com imobilizadas (VLPs NV)
proteinas variaveis (Fabs)

A

S

N7
NAZ
8
q
,:E: <

Realizagdo de
multiplas lavagens
e eluicao

Analise

Figura 6. Ciclos do Phage Display. Uma populagdo de fagos exibindo proteinas-alvo na sua superficie,
no caso Fabs e expostos a uma molécula alvo (VLP de NV). Apos a selecdo por afinidade, os fagos com
maior ligagdo sdo eluidos e amplificados. No ultimo ciclo os anticorpos monoclonais expostos nos fagos

que obtiveram maior afinidade serdo analisados. Adaptado de TERSTAPPEN et al. (2007).

3.18.1 - Preparacio de células XL.1-Blue eletrocompetentes

As células de Escherichia coli XL1-Blue (Invitrogen'™) foram preparadas para
serem utilizadas na amplificacdo da biblioteca por eletroporacdo, bem como para os pré-

inodculos nos experimentos de selegdo.

O protocolo foi baseado de acordo com AZEVEDO et al. (2003).
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3.18.2 - Teste de eficiéncia da célula XL1-Blue

Em um microtubo de 1,5 mL previamente incubado no gelo por 10 minutos
adicionou-se 1 pL do plasmideo PUC19 a concentragdo de 100 pg/uL. A cuveta de

eletroporacgdo de 0,2 cm também foi mantida no gelo.

Cinquenta microlitros das células E.coli XL1-Blue (Invitrogen'"') preparadas no
topico 3.18.1 foram transferidas para o tubo contendo 1 pL do plasmideo PUC19 e em
seguida foi realizada a eletroporacdo na cuveta de 0,2 cm seguindo os parametros
elétricos: 2,5 kV, 25 F e 200Q, no equipamento Gene Pulser com Pulser Controller da

Bio-Rad: (Bio-Rad).

A cuveta foi lavada com 1 mL de meio SOC e em seguida com mais 2 mL do
mesmo meio. Foram transferidos os 3 mL de cultura para um tubo cénico de 50 mL e

incubou-se a 37°C a 250 rpm por 1 hora.

Foram acrescentados 7 mL de meio SB totalizando o volume de 10 mL. Os
volumes de 1 pL, 10 puL e 100 pL foram plaqueados em LB Agar contendo carbenicilina
(100 pg/mL) e as placas incubadas a 37°C durante a noite.

Para calcular a eficiéncia utilizou-se a seguinte férmula:

[Namero de colonias/volume plaqueado em pL] x [1x10*uL/100pg] x [1x10°pg/1pg]

3.18.3 - Preparacido do Fago Auxiliar (adaptado de Rader et al.,
2000). Obtencao de placas de lise

Foram inoculados 2 mL de meio SB contendo tetraciclina a uma concentragao
final de 10 pg/mL com 2 nL de XL1-Blue eletrocompetente. O indculo foi incubado em
agitador a 250 rpm a 37°C por cerca de 1 a 2 horas (até atingir uma ODgop qm= 0,6 a
1,0).
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As células (50 pL) eram aliquotadas em microtubos e adicionava-se 1 pL de
fagos auxiliares VCSM13 diluidos (107%, 10°, 107 ¢ 10™®). As células com os fagos

foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente.

A 3 mL de meio LB top Agar liquefeito (45-50°C), adicionou-se 50 pL de
células contendo os fagos diluidos, homogeneizando e em seguida o meio foi espalhado

em placas contendo uma fina camada do meio LB agar.

As placas foram incubadas a 37°C durante a noite. Apds a incubacdo era

possivel observar a formagao de placas de lise (retardo de crescimento).

3.18.4 - Amplificacio das placas de lise

Em 10 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C contendo tetraciclina a uma
concentragdo final de 10 pg/mL foram inoculados 10 pL. de XL1-Blue eletrocompetente
em um tubo conico de 50 mL. O indculo foi incubado em agitador a 250 rpm a 37°C por

uma hora.

Com auxilio de um palito estéril transferiu-se uma colonia da placa de lise obtida
no procedimento anterior para a cultura. A cultura foi reincubada em agitador a 250 rpm

a 37°C por 2 horas.

A cultura infectada foi transferida para um erlenmeyer de 500 mL contendo 100
mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, tetraciclina a uma concentra¢do final de 10

pg/mL e incubou-se por 15 minutos na mesma temperatura.

Em seguida foi adicionado canamicina a uma concentracao final de 70 pg/mL e

a cultura foi incubada durante a noite em agitador a 250 rpm a 37°C.

Centrifugou-se a cultura a 2.500 x g por 15 minutos e o sobrenadante era
transferido para tubos conicos de 50 mL estéreis. Os tubos foram incubados a 70°C por

20 minutos com o objetivo de eliminar células ainda presentes na cultura.
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Os tubos foram centrifugados a 2.500 x g por 15 minutos ¢ 10 mL do
sobrenadante foram transferidos para tubos conicos de 15 mL estéreis e estocados a 4

°C.

3.18.5 - Determinacdo do titulo da preparacio de fagos auxiliares

Foram inoculados 2 mL de meio SB contendo tetraciclina a uma concentragao
final de 10 pg/mL com 2 pnL de XL1-Blue eletrocompetente. O indculo foi incubado em
agitador a 250 rpm a 37°C por cerca de 1 a 2 horas (até atingir uma ODgop qym= 0,6 a
1,0).

As células (50 pL) eram aliquotadas em microtubos e adicionava-se 1 pL de
fagos auxiliares diluidos (10%, 10°, 107 e 10™). As células com os fagos foram
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. A 3 mL de meio LB top Agar
liquefeito (45-50°C), foram adicionados os 50 puL de células contendo os fagos diluidos,
homogeneizando e em seguida o meio foi espalhado em placas contendo uma fina

camada de meio LB agar.

As placas foram incubadas a 37°C durante a noite. Apds a incubacdo era

possivel observar a formagao de placas de lise (retardo de crescimento).

Ap0s a incubagdo as placas de lise obtidas para cada diluicdo foram contadas. O

titulo de fagos era expresso em unidades formadoras de placa (pfu)/ mL de fagos.

3.18.6 - Reamplifica¢do da Biblioteca

Dois microlitros do volume do DNA da Biblioteca pré-existente clonado no
vetor pComb3XSS foi inserido em 100 pL nas células E.coli XL1-Blue por
eletroporacdo seguindo os parametros elétricos: 2,5 kV, 25 F e 200Q. O t esperado

nessas condi¢des ¢ 4,0 a 5,0 milissegundos.
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Foram realizadas 5 eletroporagdes e em cada uma, as células foram ressuspensas
com 1 mL de meio SOC e depois a cuveta foi lavada com mais 2 mL de SOC (volume

final de 15mL) e incubadas a 37°C sob agitagdo de 250 rpm por 1 hora.

Posteriormente o inoculo foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL
contendo 35 mL de meio SB com carbenicilina (100 pg/mL) e tetraciclina (10 pg/mL) e
de Glicose 2M.

O volume final de 50 mL foi incubado a 37°C sob agitacdo de 250 rpm por
aproximadamente 3 horas até a obten¢do da densidade otica (O.D) a 600 nm de 1.0. Ao
volume de 50 mL foi adicionado 2 mL do fago auxiliar VCSM13 (helper), 148 mL de
meio SB preaquecido a 37°C, carbenicilina (100 pg/mL) e tetraciclina (10 pg/mL).

O volume final de 200 mL foi incubado a 37°C sob agitacdo de 300 rpm por 2
horas. Apods este periodo foi acrescentado canamicina (70 pg/mL) e incubado a 37°C

sob agitacdo de 300 rpm durante a noite.

Uma placa de ELISA com 96 pocos foi sensibilizada nos pogos 1 € 2 com 0,5 pg
de VLP de NV diluido em tampao TBS no volume final de 25uL e foi incubada durante

a noite a 4°C.

3.18.7 - Selecio da Biblioteca de Fab utilizando VLP de

Norovirus como antigeno

A placa sensibilizada como descrito no item anterior foi incubada por 1 hora a

37°C.

Das células incubadas com os fagos durante a noite foram retiradas duas
aliquotas de 1 mL em microtubos, os quais foram submetidos a centrifugacao de 5000

rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi recolhido e armazenado a 4°C e os pellets foram
armazenados a -20°C. O restante do meio de cultura foi transferido para um tubo de

centrifuga esterilizado o qual foi centrifugado a 3000 x g por 15 minutos a 4°C.
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O sobrenadante apds a centrifugagdo foi transferido para um novo tubo de
centrifuga esterilizado contendo 8 g de PEG-8000 ¢ 6 g de NaCl. Para uma melhor
dissolu¢dao o tubo foi submetido a agitagdo de 300 rpm a 37°C por 5 minutos. Em
seguida foi incubado no gelo por 30 minutos. Nos ciclos 2 a 4 foram utilizados 4 g de

PEG-8000 e 3 g de NaCl para o volume de 100 mL de sobrenadante.

O tubo contendo PEG-8000 e NaCl foi centrifugado a 15000 x g por 15min a
4°C. O sobrenadante foi desprezado e o excesso de meio absorvido sobre um papel

toalha. O pellet contendo os fagos foi ressuspenso com 2 mL de TBS contendo 1% de

BSA e recolhido em microtubo de 2 mL.

Posteriormente o microtubo foi centrifugado por 5 minutos a 5000 rpm a 4°C
para a retirada do maximo de células. Este foi transferido para um novo microtubo

estéril e o processo foi repetido. O sobrenadante contendo os fagos foi armazenado a

4°C.

Dos pocos sensibilizados a 37°C da placa de ELISA foi retirado o tampao TBS
1X ap6s 1 hora de incubacgio, realizou-se lavagem com TBS Tween 0,5% por trés vezes
e em seguida os pogos foram bloqueados com 150 puLL de TBS contendo 3% de BSA por
1 hora a 37°C.

Neste periodo foi realizado o preparo do pré-indculo de E. coli cepa XL1-Blue
para a utilizagdo no proéximo ciclo. Em um tubo coénico de 50 mL foi adicionado 5 mL
de meio SB, tetraciclina (10 pg/mL) e 5 puL de células XL1-Blue, que foi incubado a
37°C sob agita¢ao de 250 rpm por aproximadamente 2 a 3 horas até obteng¢do de O.D de
600 nm de 1.0.

O tampao TBS contendo 3% de BSA na placa de ELISA foi retirado ap6s 1 hora
de bloqueio, realizou-se lavagem com TBS Tween 0,5% por trés vezes e foram
acrescentados 100 pL dos fagos sobre os pogos sensibilizados ¢ os mesmos foram

incubados por 2 horas a 37°C.

Ap0s este periodo, os pocos foram lavados com 150 pL. de TBS Tween 0,5% 5

vezes para o ciclo 1, 10 vezes para o ciclo 2 e 15 vezes para os ciclos 3 ¢ 4.
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Para cada lavagem realiza-se agitacdo com a pipeta e entre intervalos de 5
minutos por lavagem o tampao foi trocado. A placa era batida sobre um papel toalha

para elimina¢do de todo excesso de tampao.

Ap6s a ultima lavagem foi acrescentado 100 puL de tampao de eluigdo (Glicina
HCI1 100mM pH 2.2) nos pogos da placa que foram incubados por 10 minutos em

temperatura ambiente.

Com o auxilio de uma pipeta, foi realizado agitacdo vigorosamente por 10 vezes
e os fagos eluidos foram transferidos para um microtubo estéril com 12 uL. de Tris-base
2M para neutralizacdo do pH. Este volume foi calculado para 200 pL de eluido (3 puL de
Tris-base 2M para cada 50 pL de fago eluido).

A dois mL do pré-inoculo de E.coli XL1-Blue devidamente crescido foi
acrescentado 50 pL dos fagos eluidos em um tubo conico de 50 mL e foram incubados

por 15 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida foi adicionado seis mL de meio SB pré-aquecido a 37°C com

carbenicilina (100 pg/mL) e tetraciclina (10 pg/mL).

Estas células foram utilizadas para calcular o titulo de saida (output) do préximo
ciclo. Os 8 mL finais foram incubados a 37°C sob agitacao de 250 rpm por 1 hora. Apds
este periodo foi adicionado carbenicilina (100 pug/mL) e reincubado nas mesmas

condicdes por 1 hora.

Ap0s a reincubacdo foi adicionado 1 mL do fago auxiliar VCSM13 (helper) e a
cultura foi transferida para um Erlenmeyer de 500 mL aonde foi acrescentado 91 mL de
meio SB pré-aquecido a 37°C, carbenicilina (100 pg/mL), tetraciclina (10 pg/mL) e 1
mL de Glicose 2M.

A cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo de 300 rpm por mais 2 horas. Apds
este periodo foi adicionado canamicina (70 pg/mL) e incubado no sob agitagdo a 37°C a

300 rpm durante a noite.

Uma outra placa de ELISA de 96 pocos foi sensibilizada em dois pocos e

incubada a 4°C conforme descrito no inicio deste topico.
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3.18.8 - Preparo para os calculos dos titulos de entrada e saida

dos fagos

3.18.8.1 - Titulo de Entrada

Em dois tubos conicos de 15 mL foram adicionados 10 mL de meio SB. No
primeiro tubo foi acrescentado 10 puL dos fagos reservados a 4°C descritos no topico

3.18.7 (Titulo de 107).

Em seguida 10 puL desta diluicdo foram repassados para os 10 mL de meio SB a
do segundo tubo conico de 15 mL (Titulo de 10°). Em trés microtubos com meio SB
foram utilizados para titulagdo sequencial, o primeiro com 198 uL e o segundo e o
terceiro com 180 puL. Aos 198 pL foram acrescentados 2 pL da dilui¢do realizada no

segundo tubo conico com o titulo de 10 (Titulo de 10™).

Foram retirados 20 pL do primeiro microtubo e acrescentado aos 180 puL do
segundo microtubo (Titulo de 10™) e 20 pL do segundo microtubo foi acrescentado aos
180 pL do terceiro (Titulo de 10™°). Em outros trés microtubos foi acrescentado 100 pL
do pré-indculo das células E.coli XL1-Blue, 1 puL das diluigdes 10°,10%,107 ¢ 10" dos

fagos foram incubados a temperatura ambiente por 15 min.

O volume total de 100 pL foi plaqueado em meio LB com carbenicilina (100

ug/mL) com glicose 1% e as placas incubadas a 37°C durante a noite.

3.18.8.2 - Titulo de Saida

Da cultura preparada com volume final de 8 mL descrita no topico 3.18.7 foram

retirados 20 uL, os quais foram acrescentados a 180 pL de meio SB (Titulo de 10™).

Em seguida foram realizadas titulagdes sequenciais retirando 20 pLL do primeiro

microtubo que foi acrescentado a 180 puLL de meio SB do segundo microtubo (Titulo de
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10?). E 20 pL do segundo microtubo foi acrescentado a 180 pL de meio SB do terceiro
(Titulo de 107).

Destas titulagdes foram plaqueados 100 pL. em meio LB com carbenicilina

(100pg/mL) com glicose 1% e as placas incubadas a 37°C durante a noite.

3.18.9 - Anailise de clones individuais por Phage ELISA

As culturas de bactérias infectadas com os fagos eluidos em cada ciclo de
selecdo eram crescidos em meio LB Agar em placas com 100 pg/mL de carbenicilina.
Ap6s a incubagdo durante a noite a 37°C as coldnias isoladas obtidas foram inoculadas
separadamente em 1 mL de meio SB em placas do tipo deep well de 96 pocos contendo

carbenicilina (100 pg/mL), tetraciclina (10 pg/mL) e glicose 2M.

A placa foi selada e sobre cada pogo eram feitos trés furos com a finalidade de

melhorar a aeragdo e entdo a placa foi incubada por 20 horas a 37°C a 300 rpm.

No dia seguinte, 100 uL de cultura de cada clone foram transferidos para uma
placa de 96 pogos, estéril, do tipo ELISA. Foi acrescentado 63 pL de glicerol a 80%

para o estoque de células a -80°C.

Em outra placa do tipo deep well contendo 900 pL de meio SB com
carbenicilina (100 pg/mL), tetraciclina (10 pg/mL) e glicose 2M foi acrescentado 100

uL da cultura e incubada por nove horas a 37°C a 300rpm.

O restante da cultura foi centrifugado a 3000 x g por 15 minutos a 4°C e os
sedimentos de células foram armazenados a -80°C para futuras preparagdes de DNA

plasmidial.

Ap0s a incubacao foi adicionado 10 pL de fago auxiliar VCSM13 e a placa foi

reincubada por mais 1,5 horas sob as mesmas condigdes.

Ao término da reincubacdo foi adicionado canamicina (70 pg/mL) em cada pogo

e a placa foi incubada a 37°C a 300 rpm durante a noite. Apos este periodo a placa foi
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centrifugada a 3000 x g por 15 minutos a 4°C e 5 uL dos sobrenadantes de cada pogo
foram utilizados para a realizagdo do Phage ELISA.

Uma placa de microtitulagdo com 96 pocos foi sensibilizada com 1 pg da
proteina de interesse (VLP de NV) diluida em PBS, incubada durante a noite a 4°C.
Posteriormente realizou-se o bloqueio com a solu¢do de bloqueio PBS1X com BSA a

3% por 1 hora a 37°C.

O tampao de bloqueio foi retirado e a placa lavada 3 vezes com PBST 0,1%.
Cada sobrenadante dos fagos descritos neste topico foram acrescentados nos devidos
pocos e incubados a 37°C por 2 horas. Os sobrenadantes foram retirados e placa lavada

3 vezes com PBST 0,1%.

O anticorpo anti-M13/HPR (Amersham Pharmacia Biotech) foi diluido no
tampao de bloqueio na concentracdo de 1:2500 e incubado por 2 horas em temperatura

ambiente sob agitacdo. Apds a incubagdo placa lavada 3 vezes com PBST 0,1%.

O anticorpo anti-IgG de ovelha conjugado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich)
foi diluido no tampao de bloqueio na concentragdo de 1:2500 e incubado por 1 hora em

temperatura ambiente.

Lavava-se 3 vezes com PBST 1X e uma vez com tampao para fosfatase alcalina
(APB). Revelava-se com 100 puL por poco de pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL
dissolvido em APB, substrato para fosfatase alcalina. Incubava-se de 20 a 30 min. A
partir dai a absorbancia era lida no leitor de ELISA “Microplate Reader BioRad®”
modelo 450 a um comprimento de onda de 405 nm. O fago auxiliar VCSM13 foi

utilizado como controle negativo.

3.18.10 - Miniprep clones selecionados

Dos clones selecionados foram recuperados os DNAs plasmidiais dos
sedimentos estocados a -80°C conforme descrito no 3.18.9 utilizando o kit comercial

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).
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3.18.11 - Analise dos clones selecionados com a enzima de

restricao Sfi 1

A enzima de restri¢do Sfi [ (New England Biolabs, 20U/uL) foi utilizada conforme

a reagdo abaixo:

DNA purificado 3uL

Sfi 1 (20 U por pg de DNA) 0,2uL
Tampao NEB2 10X IuL
BSA 100X 0,1uL
H,0 q.s.p. até 10uL

Incubou-se durante a noite a 50°C.
A analise dos fragmentos digeridos foi realizada em gel de agarose 1%.
O tamanho esperado do fragmento ¢ de cerca de 1500 a 1600 pb conforme a

montagem da biblioteca por PCR de fusao.

3.18.12 - Analise dos clones selecionados com a enzima de

restricio BstO I

A andlise do perfil de restricdo de clones isolados com a enzima BstO I (New

England Biolabs, 20U/uL) permite uma avalia¢do da diversidade dos clones como descrito

a seguir:
DNA (cerca de 1 ug) 6,0 uL
BstO 1 1,0 uL
Tampao NEB 3 1,5 uL
BSA 100X 0,15 uL
H,O0 q.s.p. até 15 uL

As reagdes foram incubadas a 60°C durante a noite e posteriormente analisadas em gel de

agarose 3%.
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4. RESULTADOS

A estratégia de amplificacdo do gene do capsideo foi determinada com a
utilizacdo dos primers descritos no tépico 3.3. O tamanho esperado de 2418 pb
contendo os sitios de restricdo para BamH [ e Pst I, corresponde as proteinas do

capsideo VP1+VP2+3’UTR de NV conforme demonstrado na Figura 7.

1 kb ladder PCR
DNA CP

10.000
5.000
3.000

4 1
2.500 2418 pb

L500

1.000

750

300

250

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1%. Pogo 1 —marcador 1 Kb Plus Ladder™ (Invitrogen™);

poco 2 — fragmento de PCR de Noroll/4 BamH I For e M10 Sac Pst I Rev.

Apos a eluicdo do fragmento de 2418 pb e quantificacdo em gel, o inserto foi
ligado ao vetor pGEM-T Easy (Promega®) e transformado em E.coli DH5a conforme
descrito no topico 3.5. O DNA plasmidial foi extraido a partir das colonias selecionadas

e caracterizado por eletroforese em gel de agarose 1%.

Foi realizada a digestdo com a enzima EcoR I (Figura 8) para a libera¢do do
inserto e o DNA digerido foi caracterizado por eletroforese em gel de agarose 1%. Os
clones confirmados foram submetidos a digestdo dupla com as enzimas correspondentes
aos sitios de restricdo BamH I e Pst I e ap6s a dupla digestao o inserto foi liberado para

posterior subclonagem em pFASTBacl (Figura 9).
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1 kb ladder Clone Clone Clone

DN 12 3

10.000
3015 pb (pGEM-T Easy)
2418 pb (VP1+VP2+3")

3.000
1.500

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando no pogo 1 o marcador 1 Kb Plus Ladder™
(Invitrogen™); no pogos 2 e 3 os fragmentos gerados pela digestio do plasmideo pGEM-T Easy

(Promega®) com a enzima EcoR I e o pogo 4 ndo foi considerado como clone positivo por ndo

apresentar o perfil de digestdo esperado.

1kbladder Clone Clone
DNA 1 +

10.000
3,000 — 3015 pb (pGEM-T Easy)
2,300 —

2418 pb (VP1+VP2+3")
2.000

L1500

L.o0oo

750

500

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando no pogo 1 o marcador 1 Kb Plus Ladder™

(Invitrogen™); nos pogos 2 e 3 os fragmentos gerados pela digestio do plasmideo pGEM-T Easy

(Promega®) digerido com as enzimas BamH I e Pst I.
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Ap0s a primeira digestdo com EcoR [ foi confirmada a liberagdo do inserto e
entdo a segunda digestdo com as enzimas de restricdo especificas determinou o sucesso
da clonagem. O vetor pGEM-T Easy (Promega®) linearizado possui um tamanho
aproximado de 3015 pb, portanto o inserto correspondente a VP1+VP2+3’UTR com
cerca de 2418 bp foi purificado.

O vetor pFASTBacl foi desfosforilado com CIP para posterior ligagdo do
inserto. Apds a transformagdo em Escherichia coli DH5a ¢ a extragdo plasmidial, os
plasmideos contendo os insertos de interesse foram submetidos a digestdo dupla com as
mesmas enzimas BamH I e Pst I e entdo foram escolhidos 7 clones de interesse de

acordo com o resultado da digestao (Figura 10).

10.000
5,000 -
[
2,000

L.00d
750
00

150

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando no pogo 1 o marcador 1 Kb Plus Ladder™
(Invitrogen™), os pogos 2, 4, 6, 8, 9, 10 ¢ 11 (D) representam os fragmentos gerados do plasmideo
pFASTBacl e os insertos apds digestdo com as enzimas BamH [ e Pst I e os pogos 3, 5 ¢ 7 (N.D) ndo

foram digeridos.

Da digestao de 10 clones suspeitos ¢ possivel observar que apenas 7 clones
identificados como D (digeridos) pelas enzimas de restricdo especificas apresentaram a

liberagdo do inserto no tamanho esperado de 2418 pb. O vetor pFASTBacl linearizado

BT §4— 4772 pb (pFASTBacl)
2418 pb (VPL+VEPI+3)
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possui um tamanho aproximado de 4775 pb. Os clones representados como N.D (ndo

digeridos) ndo foram considerados.

Assim, os clones selecionados foram sequenciados e apds confirmag¢do nos
sentidos corretos (frame), os DNAs plasmidiais foram transformados em células de

E.coli DH10Bac para a obten¢do do bacmideo recombinante.

A confirmagdo da presenca do inserto e da correta orientacdo foi realizada por
meio da técnica de PCR. Utilizou-se a combinacdo dos primers M13 For e Pst I Rev,
bem como BamH I For e M13 Rev. O resultado obtido (Figura 11) confirmou a

presenca de bacmideos recombinantes para a transfec¢ao em células de inserto.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose confirmando a transposi¢do do gene VP1+VP2+3’UTR para o
genoma do baculovirus. O pogo 1 representa o marcador 1 Kb Plus Ladder™ (Invitrogen™), os pogos 2
a 10 (amostras 1 a 9) representam os fragmentos gerados por PCR utilizando os primers M13 For e M10
Sac Pst I Rev e pogos 11 a 17 (amostras 10 a 16) representam os fragmentos gerados por PCR utilizando

os primers Noroll/4 BamH I For e M13 Rev.

O resultado obtido confirmou a presenca dos bacmideos recombinantes para a
transfecgdo em células de inseto da linhagem BTI-TN-5B1-4 e como ja descrito estas
células possuem uma maior eficiéncia de expressdo proteica se comparadas com a
linhagem Sf21, pois as taxas de infec¢do superiores a 90% apds 48 horas de infeccdo
determinam a efici€ncia dos virus brotados presentes no meio de cultura (GRANADOS

et al,, 1994). Os tamanhos esperados para os fragmentos da combinacdo entre os
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primers M13 For e Pst I Rev era de 4000 pb e entre os primers BamH I For e M13 Rev

era de aproximadamente 3000 pb.

Os bacmideos foram transfectados com auxilio do Cellfectin (transfecgdo
lipossomal) nas células BTI-TN-5B1-4. As células infectadas foram observadas e os

sobrenadantes coletados apds os periodos de 24, 48, 72 e 120 h.p.i. (Figura 12).
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando a expressdo de proteinas em células de inseto
BTI-Tn5B1-4 apos 24, 48, 72 ¢ 120 h.p.i. A) SDS-PAGE e B) Western Blotting utilizando o anticorpo
anti-Noroll.4. A amostra 1 representa tempo zero ou Mock (células de inseto ndo infectadas), as amostras
2 ¢ 3 (24 h.p.i), amostras 4 ¢ 5 (48 h.p.i), amostras 6 ¢ 7 (72 h.p.i) e amostras 8 ¢ 9 (120 h.p.i), sendo que
as amostras 2, 4, 6 ¢ 8 representam o sobrenadante das células ap6s os periodos de infec¢do e as amostras
3,5, 7 e9 os pellets ap6s centrifugacdo. As setas indicam a expressdo da proteina apds 48 e 120 h.p.i no

sobrenadante analisado.

E possivel observar que as proteinas de capsideo de NV comegam a ter
expressdo apos 48 h.p.i e que o tempo de 120 h.p.i representa a expressdao na fase muito

tardia de infec¢do, o que € esperado devido a agdo do promotor da poliedrina.
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O sobrenadante de 120 h.p.i foi utilizado como estoque viral e novas células
foram infectadas. O sobrenadante desta infec¢do correspondeu a 105 mL de meio de
cultura e foi submetido ao método de purificagdo por cloreto de césio (CsCl) conforme

descrito no topico 3.13.11.

Diferentes fases foram recolhidas apos a purificagdo com CsCL A fase superior
ou leve correspondeu a um volume de 600 pL, a fase intermediaria (500 pulL) e a fase
inferior ou pesada (800 pL). Todas as fases foram submetidas ao procedimento de
dialise em tampao PBS 0,5x pH 5.5. Os produtos das didlises foram processados em gel
de poliacrilamida pelas técnicas de SDS-PAGE e Western blotting utilizando o
anticorpo primario anti-Noroll.4 (gentilmente cedido por Dr. Shinichi Kobayashi,
Japdo) para a confirmag¢do da presenca da proteina de capsideo (VP1+VP2) e do

tamanho esperado de aproximadamente 60k Da (Figura 13).
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Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida e andlise por Western blotting. Em (A) SDS-PAGE:
observa-se o gel corado com comassie blue ¢ em (B) Western Blotting: membrana de nitrocelulose
revelada demonstrando as fases recolhidas apods purificagdo com CsCl e dialise em PBS 0,5x pH 5.5. O
numero 1 representa o controle negativo Mock, o numero 2 representa a fase superior ou leve coletada
apos purificacdo com CsCl, o nimero 3 evidencia a fase média coletada apds purificagdo com CsCl e o
numero 4 a fase inferior ou pesada coletada apos purificagdo com CsCl. As setas indicam as proteinas

(VP1+VP2) purificadas.
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Como pode ser observado na figura 13B, as proteinas de capsideo de NV foram
recuperadas nas fases média e inferior apds a purificagdo por CsCl e as proteinas

purificadas de NV apresentaram duas bandas distintas, porém proximas ao peso
molecular de 60 kDa.

Com o objetivo de obter maior quantidade de particulas virais para posterior
purificagdo pelo método de fon Exchange ou cromatografia de troca idnica, novas
células foram infectadas (cerca de 210 mL de meio de cultura de células de inseto) com
o estoque viral quantificado apos titulagdo viral, cujo titulo viral foi de 2,7 x 10°
pfu/mL. Foi adicionado cerca de 1 mL de estoque viral para cada 35 mL de meio
contendo as células BTI-TN-5B1-4.

O produto do colchdo de sacarose 20% conforme descrito no topico 3.13.2 gerou
3 amostras a serem purificadas que foram submetidas a purificagdo por cromatografia.

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14. Cromatograma da purificagio de VLPs de NV pela técnica de fon Exchange. O eixo X
corresponde ao volume por mL de tampao A (Fosfato de Sodio 50 mM (pH 7,0) sem sal) e o eixo Y
determina a absorbancia da luz Ultravioleta (UV) a 280 nm em mAU. Os picos das proteinas eluidas
estdo demonstrados em azul e a concentragdo do tampao salino B (Fosfato de Sédio 50 mM (pH 7,0) com

NaCl 1M esta representada em vermelho.

Apos a aplicagdo da de 1 mL da amostra, a coluna foi lavada com o tampao

Fosfato de S6dio 50 mM (pH 7,0) sem adicdo de sal. Por este motivo ¢ possivel
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observar um pico entre o volume 0 a 5 mL que representa as proteinas que ndo se

ligaram a coluna.

A coluna HiTrap QFF é composta por resina de agarose € possui o grupo

. o N .
—N"(CH3);3 0 que configura carga positiva da coluna para a ligacdo de proteinas com
carga negativa. Assim, o pico inicial provavelmente representa as proteinas com cargas

positivas ou proteinas das células de inseto.

Para que ocorresse a eluicdo das proteinas ligadas a coluna foi utilizado um
gradiente salino com o tampao Fosfato de So6dio 50 mM (pH 7,0) NaCl 1M nas
concentragdes de 10%, 20%, 40% e 100% como pode ser observado em vermelho no

cromatograma (Figura 14).

Dependendo da quantidade de cadeias laterais destas proteinas a eluicdo ocorre
de acordo com a concentrag¢do do gradiente salino. Provavelmente as que foram eluidas
entre 25 ¢ 26 mL possuiam maior carga negativa, pois foi necessario uma concentragao

de 100% do tampao salino para a liberagdo das proteinas fixadas a coluna.

Os picos de 9 e 10 mL, 14 e 15 mL e 25 e 26 mL foram analisados por SDS-
PAGE e Western Blotting sendo que os picos 14 e 15 foram considerados com maior
grau de pureza e maior exposicao da proteina do capsideo de NV. Foram realizadas trés
corridas com as trés amostras obtidas apds o colchdo de sacarose a 20% e todas

reproduziram os mesmos picos conforme a Figura 14.

Estes picos correspondem a ressonancia que os anéis aromaticos principalmente
dos aminoacidos triptofano, fenilalanina e tirosina, absorvem na luz UV no

comprimento de onda de 280 nm.

Como demonstrado na Figura 15 ¢ possivel observar que as proteinas foram
eficientemente purificadas apds a cromatografia excluindo outros tipos de proteinas que
poderiam ser consideradas contaminantes. Foram observadas bandas duplas tanto na
purificacdo com CsCl (Figura 13B) quanto na purificacdo por cromatografia (Figura

15B).
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Figura 15. Analise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrando as proteinas dos
capsideos de NV purificadas pelo método de fon Exchange. Em (A) observa-se o gel de SDS-PAGE
corado por nitrato de prata e em (B) Western Blotting utilizando o anticorpo primario anti Noroll.4 e o
secundério anti-IgG de coelho-AP. Nas duas figuras o pogo 1 representa o marcador Novex® Sharp
Unstained Protein Standard (Invitrogen™), os pogo 2, 3 e 4 evidenciam a amostra ou pico de 14 mL
representada no cromatograma da Figura 14 apo6s as corridas 1, 2 e 3 respectivamente e os pogos 5, 6 ¢ 7
revelam a amostra ou pico de 15mL representada no mesmo cromatograma apos as corridas 1, 2 e 3
respectivamente. O pogo 8 representa o controle negativo Mock. A seta indica as proteinas do capsideo

de NV purificadas.

O produto quantificado pelo protocolo NanoDrop 3300 Quant-iT Protein Assay
(Thermo Scientific) apds a purificacdo por CsCl representou 200 ug de proteina por
mililitro de meio de cultura em um volume final de 800 puL da fase inferior ou pesada

coletada apos o processamento de 105 mL de sobrenadante de célula de inseto.

J& o produto quantificado apdés a purificagdo por cromatografia foi de
1955,4 ng de proteina por mililitro de meio de cultura em um volume final de 6 mL

apos o processamento de 210 mL de sobrenadante de célula de inseto.

Os resultados demonstrados na Tabela 4 sdo referentes a andlise comparativa da
quantidade de proteina purificada por volume de meio de cultura apoés o método de

purificagdo por CsCl e por cromatografia de troca ionica.



67

Tabela 3. Quantificacdo das VLPs purificadas por CsCl e cromatografia utilizando o protocolo
NanoDrop 3300 Quant-iT Protein Assay (Thermo Scientific) para quantificagdo das proteinas. A
quantidade média foi obtida pelo Hight Range em pg/mL.

Purificagio por CsCl Purifica¢do por cion.latograﬁa por troca
ionica
Quantidade meio de Quantidade de Quantidade meio de Quantidade de
cultura processado proteina cultura processado proteina
105 mL 200 pg/mL 210 mL 1955,4 ng/mL
Rendimento = 1,5 pg de proteina por mL de | Rendimento = 9,31 ug de proteina por mL
meio processado de meio processado

A quantidade de proteina obtida pelo processo de purificagdo por cromatografia
obteve um maior rendimento (cerca de 6 vezes mais) se comparado ao método de

purificagdo por CsCL

Foram preparadas telas de cobre de acordo com o tdpico 3.16 para a visualizagao
das particulas no microscopio eletronico de transmissao utilizando as amostras
purificadas por cromatografia. Foi possivel observar as VLPs com o tamanho esperado

de aproximadamente 40 nm (Figura 16).



68

D

Figura 16. Microscopia eletronica evidenciando a expressdo das Virus like particles (VLPs) de norovirus
com tamanho aproximado de 40 nm pelo sistema de baculovirus. A e B representam as particulas
purificadas com CsCl e C ¢ D demonstram as particulas apds a purificagdo por cromatografia por troca

i0nica.

As VLPs purificadas por cromatografia foram utilizadas para a imunizagao dos 2
ratos da linhagem Wistar conforme descrito no topico 3.17. Apds a coleta dos soros, as
VLPs foram processadas em gel de poliacrilamida sendo que os soros dos ratos foram

utilizados como anticorpo primdrio na técnica de Western blotting (Figura 17).
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Figura 17. Analise dos anticorpos policlonais dos ratos apds imunizagdo com VLP de NV purificados por
cromatografia. (A) SDS-PAGE; (B) Western blotting com soro do rato 1 e (C) Western blotting com soro
do rato 2. O pogo 1 corresponde o controle negativo Mock e o pogo 2 a VLP purificada por cromatografia

e o pogo 3 a VLP purificada por CsCl. As setas indicam a rea¢ao dos soros dos ratos com a VLP.

Como pode ser observado foi realizado o teste de imunogenicidade dos soros
dos ratos pela técnica de Western Blotting, todavia, ndo foi possivel realizar o método
de ELISA devido ao baixo titulo de imunoglobulinas especificas. Apesar das VLPs
serem imunogénicas e terem sido realizadas 4 imunizag¢des, este fato pode estar

relacionado a pouca quantidade de VLP utilizada no processo de imunizagao (30 pg).

O estudo ¢ a selecdao de anticorpos monoclonais humanos para a caracterizagao
imunoldgica dos epitopos antigénicos dos NV fez com que o presente trabalho utilizasse
a técnica de Phage Display utilizando uma biblioteca de anticorpos humanos

apresentados em fagos, para a obtengdo de clones que possam ser reativos a VLP de
NV.

No trabalho de DANTAS-BARBOSA, BRIGIDO & MARANHAO (2005)
foram amplificados os repertorios das cadeias pesadas de IgG e IgM e de cadeia leve
kappa. O cDNA foi obtido a partir da extragdo do RNA de amostras de sangue de 11

pacientes com osteossarcoma.
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Como demonstrado, devido a diferentes formas na ordem de 10° representado
pela biblioteca, foi necessario preparar células eletrocompetentes de Escherichia coli

XL1-Blue que fossem capazes de amplificar a biblioteca como um todo.

Apbs o preparo das células como descrito no topico 3.18.2 foi realizado o teste
de eficiéncia com o 1 pL plasmideo pUC19 na concentragdo de 100 pg/uL e o resultado
obtido foi de 2,2x10°/ug de plasmideo, considerada de boa eficiéncia para a

transformagao.

Os fagos auxiliares VCSM13 foram utilizados para a realizacdo da amplificagdo
e selecdo da biblioteca. De acordo com o descrito no topico 3.18.5 o titulo da

amplificacio foi de 4,6 x 10" pfu/mL.

A biblioteca foi reamplificada e o numero de transformantes obtidos

correspondeu a 7,68x10"'/mL.

Os fagos montados na reamplificacdo passaram pelo processo de selecdo ou
panning utilizando a VLP de NV como antigeno ap6s a purificagdo por cromatografia.
Foram realizados 4 ciclos e em cada um deles foi calculado o titulo de entrada e o titulo
de saida dos fagos de acordo com os topicos 3.18.8.1 e 3.18.8.2. O titulo de entrada
representa a quantidade de fagos que serdo selecionados no ciclo e o titulo de saida sao
os fagos selecionados que se mantiveram ligados ao antigeno apos sucessivas lavagens

(Tabela 5).

Tabela 4. Resultados obtidos apos a selegdo dos fagos utilizando a VLP de NV como antigeno.

Ciclo Numero de lavagens Titulo de Entrada Titulo de Saida Saida/Entrada

1 5 6,5x 10" 3,15x 10° 48x 10°
2 10 1,8 x 10" 5x10° 2,7x 107
3 15 1,6 x 10" 1,8 x 10° 1,12x 10%

4 15 1,26 x 10" 47 x 10° 3,76 x 10
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O sucesso da reamplificacdo e sele¢do dos fagos pode ser observado na Tabela 4
na coluna dos valores que representam a razdo entre os titulos de saida e entrada. No
ciclo 2 o titulo 2,7x10™° representa uma reamplificagio de fagos com afinidade & VLP
de NV e apos sucessivas lavagens nos ciclos 3 e 4, os titulos sdo representativos de

reamplificacdo dos clones mais susceptiveis.

Foram escolhidos 87 clones aleatorios dos 4 ciclos de selecdo e realizada a
técnica de Phage ELISA, sensibilizando a placa com VLP de NV e utilizando o
anticorpo anti M13/HPR como anticorpo primario e anticorpo anti-IgG de ovelha
conjugado a fosfatase alcalina como anticorpo secundério. O procedimento foi realizado

conforme o topico 3.18.9 e os resultados podem ser observados na Figura 18.
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Figura 18. Analise dos clones individuais por Phage ELISA. O nimero 1 representa o controle negativo (fago M13) com absorbancia de 0,201 a 405nm; de 2 a 14 estdo
representados os clones selecionados do ciclo 1; de 15 a 20 os clones selecionados do ciclo 2; de 21 a 470s clones selecionados do ciclo 3 e 48 a 87 os clones selecionados do

ciclo 4. Os clones escolhidos para a extra¢cdo do DNA plasmidial estdo descritos no Anexo 1.
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Por meio dos resultados obtidos no Phage ELISA foram escolhidos os clones
(Anexo 1) aonde foram recuperados 58 DNAs plasmidiais dos sedimentos estocados a

-80°C conforme descrito no topico 3.18.10.

A analise dos perfis da biblioteca de fragmentos de anticorpos foi verificada pela
digestao do DNA plasmidial pela enzima de restri¢do Sfi I. Todas as 58 amostras foram
digeridas e uma nova digestdo foi realizada com 16 amostras que mais se aproximaram

do tamanho de 1500 a 1600 pb (Figura 19).
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando o produto da digestdo com Sfi / dos DNAs
plasmidiais dos clones dos fagos apds a selegdo da biblioteca frente a VLP de NV. O pogo 1 representa o
marcador 1 Kb Plus Ladder™ (Invitrogen™) e os pogos 2 a 17 representam os clones selecionados dos

ciclos 1,3 e 4.

Em seguida, a digestdo realizada com a enzima BstO [ demonstrou os
fragmentos obtidos para andlise da diversidade dos clones, devido o arcabougo
plasmidial ser o mesmo, assim o DNA ¢ flanqueado em diferentes sitios aonde ocorre o

reconhecimento da enzima BstO I que ¢ considerada um izoesquizomero (Figura 20).
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 3% demonstrando o produto da digestdo com a enzima BstO [
dos DNAs plasmidiais apods a sele¢do da biblioteca frente a VLP de NV. O pogo 1 representa o marcador
de massa molecular 100bp ladder (Amershan Pharmacia Biotech) e os pocos 2 a 17 os clones

selecionados dos ciclos 1, 3 e 4 apds a analise da diversidade dos clones pela digestdo com a enzima Sfi 1.

Como ¢ possivel observar nas figuras 19 e 20 alguns clones (3, 4, 5, 6, 7, 9, 10,
11, 15 e 17) demonstraram algum grau de diversidade, porém ndo foram encaminhados
para a analise de sequenciamento devido a suspeita de recombinagdo e por nao
apresentarem um perfil de diversidade esperado. Este perfil seria representado pela
soma da quantidade de pares de base de cada fragmento que deveriam corresponder a

cerca de 1500 a 1600 pb (tamanho da biblioteca).
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5. DISCUSSAO

Os calicivirus sdo importantes causadores de gastroenterites e especialmente o
norovirus vem causando infec¢des esporadicas e surtos (TRAN et al., 2013). O indice
de positividade e deteccdo de NV em amostras fecais varia em torno de 7,6% a 56%
dependendo do tipo da amostra e da sua procedéncia, ou seja, se esta amostra foi obtida
de surto ou de um caso esporadico (GOMEZ-SANTIAGO, RIBAS-APARICIO &
GARCIA-LOZANO, 2012).

A amostra do presente estudo foi caracterizada como caso esporadico de uma
crianca moradora da cidade de Planaltina/DF no ano de 2007, baseada nos dados
fornecidos pelo Nucleo de Virologia do Laboratério Central de Saude Publica do

Distrito Federal (LACEN/DF).

O gene amplificado da proteina de capsideo de NV correspondeu a ORF2 (VP1),
ORF3 (VP2) e 3’'UTR. De acordo com os trabalhos que demonstram a co-expressao de
VP1+VP2+3’UTR ¢ possivel observar que apesar da VP2 ndo ser essencial para a
montagem da VLP, a sua presenga aumenta a estabilidade e homogeneidade do tamanho
da particula quando expressa em células de inseto (BERTOLOTTI-CIARLET et al.,
2003; VONGPUNSAWAD, VENKATARAMPRASAD & ESTES, 2013)

A proteina VP2 estd localizada no interior do capsideo e a primeira isoleucina
(I1-52) na regido N-terminal da VP1, localizada no dominio S, ¢ conservada entre os
genotipos de NV e assim torna-se relevante a interagdo entre VP1 e VP2. A andlise
estrutural do capsideo de NV demonstra que a II-52 estd rodeada de residuos
hidrofobicos e assim, qualquer mutacio nesta regido pode alterar a estrutura local e ndo
haver a interacdo entre as proteinas VPl e VP2 (VONGPUNSAWAD,
VENKATARAMPRASAD & ESTES, 2013).

Com relagdo a escolha do sistema de expressdo de proteinas, o sistema de
baculovirus recombinante em células de inseto ¢ amplamente utilizado para a produgao
de VLP de NV (PRASAD et al., 1994; ALLEN et al., 2009; DONALDSON et al., 2010;
HUHTI et al., 2010; KOHO et al., 2012). Neste sistema, as cé¢lulas de inseto infectadas

resultam na montagem de duas particulas de tamanhos diferentes: uma com cerca de 40



76

nm e outra com 23 nm (JIANG et al., 1995). Neste trabalho ndo foram avaliados os

diferentes tamanhos das particulas montadas.

A hipdtese relatada ¢ que a particula de 23 nm ¢ formada quando 60 unidades da
proteina de capsideo monta uma estrutura com simetria T=1, porém, as duas particulas
(T=3 e T=1) possuem as mesmas caracteristicas antigénicas (WHITE, HARDY &
ESTES, 1997). A formacdo da menor particula pode estar relacionada com o tamanho
do genoma de RNA, a presenca de catios divalentes, a forca idnica e ao pH do meio.
Considerando o pH, neste estudo foi determinado que as VLPs montadas deveriam ser
dialisadas e estocadas em tampao com pH 5.5 apds a purificagdo de acordo com o
estudo de BERTOLOTTI-CIARLET et al. (2003) para evitar a degradacdo e manter a

estabilidade das particulas.

Tradicionalmente particulas virais sdo purificadas pelos métodos de precipitagdo
por polietilenoglicol (PEG), gradiente de sacarose ou cloreto de césio (CsCl) com
subsequente ultracentrifugacdo. Na maioria dos casos o rendimento da aplicabilidade
destas técnicas ¢ consideravelmente baixo. No caso de VLPs a purificacdo por CsCl
pode ocasionar alteragdes na conformidade das particulas devido as forcas centrifugas

ou choque osmoético (ADRIAENSSENS et al., 2012).

A técnica de purificacdo afeta as caracteristicas estruturais, a imunogenicidade,
integridade morfoldgica, antigenicidade e funcionalidade das VLPs purificadas. A
purificagdo por cloreto de césio pode resultar VLPs com dimensdes heterogéneas ou até
mesmo fragmentadas. Pode ainda introduzir impurezas no final do processo,
provavelmente devido ao demorado periodo de ultracentrifugagdo, além de provocar
agregacdo das particulas durante o armazenamento. Como as VLPs de NV tém sido
extensamente utilizadas para estudos de interacdo da proteina, montagem da particula
viral bem como ferramenta de diagndstico para ensaios soroldgicos, ¢ de extrema

importancia 4 obtengdo de VLP de alta qualidade (HUHTI et al., 2010).

Embora algumas destas situacdes possam ser remediadas, principalmente com
uma padronizacdo do gradiente de sacarose ou CsCl de acordo com o virus estudado, as
separagdes por gradiente em geral ndo sdo escalondveis, além de serem dispendiosas e
demoradas. Assim, a utilizagdo da técnica de cromatografia por troca idnica ¢

considerada mais rdpida do que a purificagio por CsCl. Todo o processo da
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cromatografia demora cerca de 1 hora por corrida, dependendo do volume aplicado na
coluna, da suspencado eluida, e ainda a amostra pode ser diretamente armazenada sem a

necessidade de dialise, o que nao ocorre com o CsCl (ADRIAENSSENS et al., 2012).

De acordo com as os resultados obtidos na andlise de antigenicidade das VLPs
por meio de Western blotting, as proteinas purificadas tanto por CsCl como por
cromatografia apresentaram perfis adequados de purificacio bem como a massa
molecular esperada (aproximadamente 60 kDa). Bandas duplas foram observadas nos
dois métodos de purificagdo conforme observado nas figuras 13B e 15B e ndo foi

possivel observar bandas adicionais.

A banda superior de cerca de 60 kDa corresponde a proteina de capsideo com
sequéncia completa, e a banda inferior com cerca de 56 kDa representa o produto da
proteina que pode ter sido truncada na extremidade N-terminal no residuo do
aminoacido 34 localizado no interior da particula. Um potencial local de clivagem por
proteases de largo espectro como a proteinase K e termolisinas presentes em células
eucarioticas faz com que as duas bandas possam ser observadas (KOHO et al., 2012).
Neste estudo foram utilizadas as células de inseto e, portanto, foi possivel observar o
produto de clivagem da proteina ocorrido no interior das células que nio afetaram a

montagem da VLP (PRASAD et al., 1999).

Com relagdo aos rendimentos das proteinas obtidas pela purificagdo por CsCl
(1,5 pg/mL de meio de cultura) e por cromatografia (9,31 pg/mL de meio de cultura),
KOHO et al. (2012) realizaram a mesma comparacdo utilizando a técnica de
cromatografia por troca idnica aonde foi demonstrado um rendimento de cerca de 10 pg
de proteina por mililitro de meio de cultura de células de inseto. E possivel observar nas
figuras 16C e 16D que a integridade morfologica das VLPs ndo foi afetada pelo

processo de purificacao.

Procedimentos baseados na cromatografia por troca idnica vém sendo
demonstrados para a remoc¢do de contaminantes de baculovirus em preparacdes de
VLPs (VICENTE et al., 2008; VELASQUEZ et al., 2011; KIM et al., 2012). No
trabalho de HUHTT et al. (2013) foram demonstrados os picos de eluicdo das proteinas

de capsideo de NV em que as fragdes coletadas corresponderam aos picos 15 e 17 que
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determinaram auséncia de contaminacdo com proteinas de baculovirus. No presente

estudo, os picos considerados com maior pureza foram os 14 e 15.

Os picos 9, 10, 25 e 26 conforme demonstrados na Figura 14 ndo apresentaram
um bom resultado de antigenicidade testado pelo método de Western blotting e entdo
pode-se inferir que estes picos representem a eluicdo de algumas VLPs contaminadas

com outras proteinas de baculovirus.

Os picos entre os volumes 0 a 5 mL podem corresponder as proteinas de célula
de inseto, como por exemplo, a glicoproteina de envelope gp64 do baculovirus bem
como DNA de baculovirus. Estas proteinas com cargas positivas foram eluidas logo

apos a lavagem da coluna com o tampao de partida (HUHTI et al., 2013).

A gp64 pode apresentar agdo adjuvante no momento de imuniza¢do animal e por
esse motivo deve ser eliminada no processo de purificagdo. Esta glicoproteina possui
um residuo de manose que ¢ expresso em macrofagos e células dendriticas. Estas
células podem reconhecer a gp64 e ativar a resposta imune induzindo a participagdo de
citocinas inflamatdrias como fator de necrose tumoral gama (TNF-y) e interleucina 6
(IL-6). Neste sentido, a purificagdo das VLPs utilizando cromatografia evidencia a
eliminagdo da gp64 gerando um grau de pureza das particulas maior que 90% (ABE et

al., 2003).

Os ratos foram imunizados com as proteinas purificadas por cromatografia que
corresponderam aos picos 14 e 15, representativos de maior grau de pureza apds a
analise por Western blotting. Apds o processo de imunizacdo foi possivel observar uma
baixa concentracdo de anticorpos especificos anti-NV conforme demonstrado na Figura
17. Este fato pode ter sido determinado pela baixa concentracdo de VLP utilizada nos
periodos de imunizagdo, visto que nos quatro periodos (em intervalos de 2 semanas para

cada um) foram utilizados adjuvantes adicionados a cerca de 30 pug de VLP.

Talvez a imunizagdo com uma maior quantidade de VLPs purificadas por
cromatografia sem a adicdo de adjuvantes poderia ter induzido uma melhor resposta
imunologica ou ainda, a realizacdo de dois processos consecutivos de cromatografia
seriam necessarios para a obtencdo de particulas virais altamente purificadas, isentas de
proteinas de baculovirus e com maior potencial imunogénico. Camundongos BALB

imunizados com pequenas doses de VLPs purificadas por dupla purificagdo por
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cromatografia e sem a adicdo de adjuvantes obtiveram uma forte resposta imunoloégica
mista (Th1l e Th2) com a produ¢do de anticorpos [gG2a e IgG1. Isto demonstra que as
VLPs puras sdo altamente imunogénicas (DEML et al., 2005; BLAZEVIC et al., 2011;
HUHTI et al., 2013).

Os adjuvantes sao moléculas, compostos ou complexos macromoleculares que
aumentam, mantém ou potencializam a resposta especifica aos antigenos. O aumento da
imunogenicidade de antigenos fracos e o aumento da velocidade da resposta imune sao

algumas finalidades relacionadas a utilizacao de adjuvantes (DOUCE et al., 1995).

Muitos tipos de adjuvantes tém sido descritos, como por exemplo, o sal de
aluminio. Este adjuvante ativa a proteina receptora de nucleotideo de ligagdo do tipo 3
(NLRP3), por meio de fagocitose e por citotoxicidade, recrutando células da resposta
imune. Porém, a inducdo da resposta imune adaptativa ainda estd sendo discutida para a
utilizagdo do sal de aluminio (EXLEY, SIESJO & ERIKSSON, 2010). No caso de
VLPs de NV este adjuvante ndo seria de escolha, visto que a particula viral ¢ muito
imunogénica e necessita da indu¢do da resposta adaptativa para a producdo de

anticorpos e entdo os sais de aluminio ndo potencializariam a resposta.

J& os adjuvantes baseados nos receptores TLR que reconhecem padroes
associados a patdgenos, como ¢ o caso do adjuvante de Freund completo (o qual possui
em sua composicdo micobactérias inativas) induzem uma boa resposta mediada por
células. Entretanto, o polimorfismo genético dos receptores TLR ou proteinas
envolvidas na via de sinalizagdo podem afetar a eficacia da resposta ao antigeno
misturado a este tipo de adjuvante (GARCIA & DE SANCTIS, 2013). Este fato pode
explicar a baixa concentra¢do de imunoglobulinas especificas produzidas pelos ratos no

presente trabalho.

Os antigenos atualmente disponiveis para o diagndstico de NV utilizados
principalmente no método imunoenzimatico (ELISA) detecta alguns genogrupos e sao
aprovados para uso nos Estados Unidos apenas em epidemias com suspeita de NV. Para
isso evidencia-se a necessidade de novas ferramentas de diagnostico para NV que sejam

de facil execugdo, rapidas e economicamente viaveis (ROGERS et al., 20113).

Para tanto, a produ¢do de anticorpos monoclonais oferece diversas vantagens

para a questdo epidemioldgica e para o diagndstico, ja que os NV possuem genética e



80

antigenicidade divergentes. Muitos dos anticorpos policlonais foram desenvolvidos com
a utilizagdo de VLPs de NV, porém, a maioria possui um amplo reconhecimento
antigénico gerando reagdes cruzadas entre os genogrupos (RABENAU et al., 2003; DE
BRUIN et al., 2006).

O anticorpo monoclonal 5B18 que ¢ atualmente utilizado em um kit de ELISA
comercial (Denka Seiken, Japao) para detec¢ao de NV, liga-se a diversos genoétipos GII,
mas ndo ao gendtipo GI. HASMAN et al. (2012) descreveram que seis residuos de
aminoacidos do dominio P1 interagem com o Fab e quatro destes residuos sdo altamente

conservados nos genotipo de NV GII.

A obtencdo de anticorpos monoclonais anti-NV utilizando Fabs humanos
apresentados em fagos ainda ndo foi descrita. Uma biblioteca de fagos apresentando
Fabs derivados da medula 6ssea de chipanzés contra NV GI.1 foi estudada e pode
auxiliar nas estratégias de compreensdo da antigenicidade dos NV, visto que, as
imunoglobulinas de chimpanzés sdo semelhantes as imunoglobulinas humanas (CHEN

et al.,, 2013).

Para isso, a utilizacdo do Phage Display expressando o repertorio de Fabs
humanos pode representar uma produgdo rapida, eficaz e mais barata de anticorpos

monoclonais humanos de NV.

E importante ressaltar que para obter o sucesso no processo da sele¢do dos
fagos, objetiva-se selecionar anticorpos com especificidade e afinidade em relagdo ao
antigeno de alvo ou de interesse. Neste caso o vetor pComb3 XSS ou fagomideo possui
um promotor regulavel (lacZ) do gene da B-galactosidase. Esse promotor sofre indugdo
na presenca de IPTG para transcrever os genes do seu dominio, para tanto, em todos os
processos da sele¢do neste trabalho em que havia necessidade do crescimento
bacteriano, necessariamente foi utilizado a glicose como repressora catabolica do gene
lacZ. A presenca de glicose evita que as células expressem as proteinas heterdlogas e
sofram pressdo seletiva negativa que pode eliminar o gene que expressa a proteina de

interesse (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989).

O padrao de Phage Display descrito por ANDRIS-WIDHOPF et al. (2000) nao
sugere a adicdo de glicose, porém, foi estabelecido a utilizagdo desta solucdo para a

realizacdo dos procedimentos, porque provavelmente a diferenca de tamanho entre as



81

molécula de Fab e o grau de toxicidade exercido por ela, justifique a necessidade de
adi¢do da solugdo para a sele¢do da biblioteca (DANTAS-BARBOSA, BRIGIDO &
MARANHAO, 2005).

O tamanho da biblioteca ¢ um fator limitante para isolar clones de acordo com a
eficiéncia e selecdo por afinidade dos fagos ligados a proteina de interesse. A biblioteca
utilizada neste trabalho possui um bom repertorio para a sele¢do, porém alguns clones
ndo recombinantes podem sobrecarregar os clones recombinados e ligados ao alvo
(BROCKMANN, 2012). Este processo pode estar relacionado aos fagos alvo
independentes, ou seja, fagos que ndo possuem o reconhecimento especifico ao alvo e
possuem recombinagdes que lhes conferem uma vantagem de crescimento durante os

processos de selecdo (THOMAS, GOLOMB & SMITH, 2010).

A selecdo da populacdo de fagos de entrada gera uma ligacdo por afinidade e
entdo os fagos de saida sdo amplificados nos ciclos subsequentes, sendo que os clones
dos ultimos ciclos sdo considerados mais promissores no sentido de reconhecimento a
molécula alvo. Porém, infelizmente estes fagos de saida podem apresentar um
comportamento indesejado. Estes clones ndo relacionados ao alvo ou a proteina de
interesse, no caso da VLP de NV, pode apresentar uma propaga¢do intrinseca ou
extrinseca ao peptideo. Na intrinseca, por exemplo, o peptideo aumenta a eficiéncia de
infeccdo ou de montagem e na extrinseca pode ocorrer a mutacdo em outro local do
genoma do fago. Mesmo com a utilizacdo de fagos com maior resisténcia aos processos
de mutagdo este processo ndo pode ser ignorado (THOMAS, GOLOMB & SMITH,
2010).

Portanto, a selecdo de termodinamica, estabilidade, rendimento da construcao da
biblioteca, dobramento da proteina e a resisténcia de agregacdo sdo considerados
elementos importantes para a avaliacdo e selecdo dos clones. A estabilidade do Fab
pode ser influenciada no momento da traducdo da proteina de capsideo levando em
consideragdo a maquinaria da bactéria, bem como os procedimentos como temperatura e
aeragdo no momento das reamplificagdes (JUNG, HONEGGER & PLUECKTHUN,
1999).

. ~ , . ~ . -6 9
As taxas de recombinacdo nas bactérias sdo na faixa de 10 a 10~ por

nucleotideo a cada geracdo bacteriana. Além disso, a troca entre genes diferentes,
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interrupgdes de genes e exclusdes podem ocorrer com uma frequéncia consideravel.
Estes mecanismos acontecem para a adaptacdo bacteriana a nova situagdo em que esta
sendo submetida, pois as bactérias realizam transferéncia horizontal de genes
(BRUSSOW, CANCHAYA & HARDT, 2004). Assim, evidencia-se a importancia da
utilizagdo da glicose na metodologia de sele¢do de fagos, pois isto pode reduzir a taxa

de recombinacdo e aumentar a expressao das proteinas (Fabs) na superficie dos fagos.

Uma alternativa para inibir a formacdo de mutantes ¢ a utilizacio do DNA
plasmidial de um pool de clones de um determinado ciclo. Assim, ¢ possivel a producao
de novos clones sem o produto do gene de fusdo plll ou o gene da proteina de capsideo
do fago, por meio da utilizacdo de uma cepa de Escherichia coli ndo supressora (que
nao contém o gene SupE44) a qual ird expressar as proteinas de forma soluvel ou Fabs

soluvelis.

Problemas de estabilidade no vetor e no DNA do inserto quando se utiliza
fagomideos pode alterar diretamente o empacotamento do fagomideo no capsideo viral.
Este fator esta diretamente relacionado ao tamanho do fagomideo, pois os menores sdo
empacotados com maior facilidade, enquanto vetores grandes com insertos sdo
desfavorecidos. Ainda, como ja relatado, os fragmentos de anticorpos como os Fabs
expressos pela biblioteca exercem graus de toxicidades nas células de Escherichia coli,
assim, as células podem crescer contendo fagomideos deletados e se ndo houver pressao
seletiva adequada como fatores termodindmicos e o efeito de sele¢ao-negativa exercido
pela toxicidade da proteina plll de capsideo, isso pode resultar na degradagdo da
biblioteca apods vérios ciclos de selegio (DANTAS-BARBOSA, BRIGIDO &
MARANHAO, 2005).

Com a analise realizada pela técnica de Phage ELISA (Figura 18) foi possivel
observar o reconhecimento de fagos recombinantes selecionados nos ciclos e no tltimo
ciclo (4) ¢é perceptivel a presenca de clones de alta afinidade com as VLPs de NV

(clones 69 a 87).

E esperada uma diminui¢do da diversidade ao longo dos ciclos de sele¢cdo apesar
dos Fabs reconhecerem especificamente o antigeno de maneira diferente da diversidade
inicial com relagdo a biblioteca construida. Este fato pode observado com a presenca de

clones selecionados (Figura 19) em que apds a digestdo com a enzima Sfi I os clones 9 e
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10 apresentaram fragmentos proximos a 1500 e 1600 pb (tamanho da biblioteca),
porém, ndo foi possivel observar uma boa diversidade de clones (Figura 20) devido aos

possiveis eventos de recombinagao.

A maior vantagem em utilizar a técnica de Phage Display ¢ a possibilidade da
selecdo de fragmentos de anticorpos monoclonais totalmente humanos que podem ser
utilizados em ensaios clinicos. Neste sentido, nos ultimos anos o desenvolvimento do
Next Generation Sequencing (NGS) ou Deep senquencing revolucionou os aspectos da

pesquisa biologica (RAVN et al., 2010).

Realizar o sequenciamento de todos os clones resultantes da amplificacdo da
biblioteca, bem como os clones do ultimo ciclo (ciclo 4) resultantes da selecdo apds a
exposicdo ao antigeno (VLP de NV) poderé refletir na diversidade real e uma boa

analise da qualidade dos fragmentos de anticorpos a serem selecionados.

A diferenca entre NGS do sequenciamento padrdo (alternativo ao método de
Sanger) ¢ que este Ultimo possui a capacidade de sequenciar apenas uma parte do
repertdrio, enquanto o NGS analisa todos os clones ou sequéncias em cada ciclo do
Phage Display e oferece uma analise abrangente de todo o processo de selecio (RAVN
et al,, 2010). Com a utilizagdo deste tipo de sequenciamento, a etapa de triagem
realizada pela digestdo dos possiveis clones com as enzimas de restrigdo Sfi I e BstO [

torna-se desnecessaria.

Alguns estudos evidenciam a eficacia do NGS utilizando a plataforma de
Illumina que favorece o sequenciamento de fragmentos curtos. No caso do presente
estudo, a proposta para a futura aplicagdo do NGS ¢ a utilizagdo do sequenciador 454
(Roche) que realiza o sequenciamento de fragmentos maiores, para o sequenciamento
das cadeias VH e VL (com cerca de 300 pb cada) dos anticorpos da biblioteca e também
dos anticorpos selecionados no ciclo 4 (FISCHER, 2011).

A grande quantidade de dados fornecidos por estas plataformas ¢ idealmente
adequada para uma extensa analise de conjuntos complexos de segmentos de genes
diversificados como ¢ o caso da biblioteca apresentada em fagos. Foi possivel observar
que a analise de diversidade apds a digestdo com a enzima BstO I (Figura 20) ndo
reflete uma diversidade adequada no sentido de verificar a presenga das cadeias VH e

VL dos anticorpos.
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Assim, uma analise de sequenciamento completo poderd fornecer informagodes
sobre os potenciais clones altamente reativos a VLP de NV. Apo6s a andlise do
sequenciamento sera possivel verificar as cadeias pesadas e leves e assim caracterizar os

anticorpos monoclonais frente aos antigenos de NV.
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6. CONCLUSOES E PERPECTIVAS

Com o desenvolvimento do presente trabalho foi possivel produzir as VLPs de
norovirus por meio do sistema de expressdo heterdlogo de baculovirus. Assim, o grupo
de virologia da UnB foi o precursor no Brasil a desenvolver as ferramentas necessarias

para utilizar as VLPs de NV em estudos de antigenicidade e imunogenicidade.

Ao realizar a comparacdo entre as técnicas de purificagdo das particulas virais,
foi possivel observar que a purificacdo por cromatografia de troca idnica ¢ mais
eficiente no que diz respeito a quantidade de proteina purificada bem como a pureza das

particulas virais se comparada com o método de purificagdo por cloreto de césio (CsCl).

A utilizag¢do da biblioteca de anticorpos monoclonais humanos apresentadas em
fagos demonstrou pelo ensaio de Phage ELISA a sele¢do de clones com afinidade de
ligacdo as proteinas de capsideo de NV, todavia, a diversidade dos clones pode ter sido
influenciada por recombinagdes, sendo necessaria uma avaliagdo mais precisa de clones

de alta afinidade.
Com relagdo as perspectivas, pretende-se:
- Repetir da selecdo aplicando a técnica de Next Generation Sequencing (NGS).

- Produzir os anticorpos monoclonais soliveis em cepas de Escherichia coli nao

sSupressoras;

- Caracterizar os anticorpos soluveis provenientes dos clones de alta afinidade frente as

proteinas S, P1 e P2 de norovirus;

- Caracterizar os anticorpos soliveis com amostras fecais utilizando como anticorpo

primario o anti-HA (anti-hemaglutinina).
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8. ANEXOS

Clones selecionados para recuperagdo do DNA plasmidial a partir dos resultados
obtidos no Phage ELISA. Leitura realizada no Microplate Reader BioRad® modelo 450

a um comprimento de onda de 405 nm.

Numero Clone Leitura
1 Controle 0,201
negativo
2 Clone 1 ciclo 1 0,279
3 Clone 2 ciclo 1 0,275
4 Clone 3 ciclo 1 0,267
5 Clone 4 ciclo 1 0,287
7 Clone 6 ciclo 1 0,412
8 Clone 7 ciclo 1 0,277
9 Clone 8 ciclo 1 0,322

10 Clone 9 ciclo 1 0,313
11 Clone 10 ciclo 1 0,284
12 Clone 11 ciclo 1 0,361
13 Clone 12 ciclo 1 0,247
14 Clone 13 ciclo 1 0,369

15 Clone 1 ciclo 2 0,238
16 Clone 2 ciclo 2 0,265
17 Clone 3 ciclo 2 0,266
18 Clone 4 ciclo 2 0,225
19 Clone 5 ciclo 2 0,221
21 Clone 1 ciclo 3 0,236
23 Clone 3 ciclo 3 0,254
25 Clone 5 ciclo 3 0,318
27 Clone 7 ciclo 3 0,25

30 Clone 10 ciclo 3 0,34
31 Clone 11 ciclo 3 0,302
32 Clone 12 ciclo 3 0,255
33 Clone 13 ciclo 3 0,25




40
42
45
46
47
53
55
57
59
61
65
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Clone 20 ciclo 3
Clone 22 ciclo 3
Clone 25 ciclo 3
Clone 26 ciclo 3
Clone 27 ciclo 3
Clone 5 ciclo 4
Clone 7 ciclo 4
Clone 9 ciclo 4
Clone 11 ciclo 4
Clone 13 ciclo 4
Clone 17 ciclo 4
Clone 19 ciclo 4
Clone 20 ciclo 4
Clone 21 ciclo 4
Clone 22 ciclo 4
Clone 23 ciclo 4
Clone 24 ciclo 4
Clone 25 ciclo 4
Clone 26 ciclo 4
Clone 27 ciclo 4
Clone 28 ciclo 4
Clone 29 ciclo 4
Clone 30 ciclo 4
Clone 31 ciclo 4
Clone 32 ciclo 4
Clone 33 ciclo 4
Clone 34 ciclo 4
Clone 35 ciclo 4
Clone 36 ciclo 4
Clone 37 ciclo 4
Clone 38 ciclo 4
Clone 39 ciclo 4

0,266
0,314
0,259
0,269
0,232
0,233
0,229
0,226
0,247
0,248
0,227
0,231
0,235
0,245
0,356
0,269
0,252
0,297
0,308
0,347
0,388
0,368
0,26

0,238
0,265
0,292
0,293
0,278
0,303
0,31

0,435
0,287

100



