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RESUMO

Os Norovirus (NoV) sdo a principal causa de gastroenterites aguda ndo bacteriana no
mundo. O genoma dos NoV consiste de um RNA fita simples o qual codifica uma
poliproteina (clivada em seis proteinas ndo estruturais) e duas proteinas estruturais. A
estrutura da proteina do capsideo (VP1) é dividida dentro de dois principais dominios:
O shell (S) e o protruding (P). Devido a incapacidade de cultivar estes virus, o estudo
morfologico e estrutural tem sido restrito a habilidade da VP1 de se montar em
particulas semelhantes a virus (VLP) as quais s@o morfolégicas e antigenicamente
indistinguiveis dos virions nativo. O desenvolvimento do método de diagnostico eficaz
deste virus, mesmo ocorrendo mutacdo rapida, tem desafiado a producdo de anticorpos
monoclonais (MAb) que reagem com epitopos de varios genétipos de NoV. Aqui foi
relatado a producéo de MAb contra a VLP de NoV GlI.4 e a sua caracterizagdo a partir
dos dominios S, P1 e P2 expressos em sistema procariotico. Nesta abordagem, os MADb
foram selecionados basea-se em sua reatividade obtida no ELISA utilizando VLP e
MADb selecionados foram testados por Western blotting contra os dominios S, P1 e P2
expresso em E.coli. Nossos resultados demonstraram que todos os MAb selecionados
nesse estudo reconheceram o dominio S, embora a densidade dptica obtida no ELISA
indireto demonstraram baixa afinidade. Este resultado sugeriu que uma possivel
desnaturacdo ou degradacdo da VLP foi responsavel pela fraca ligacdo observada no
ELISA. Em conclusdo, nossos resultados mostram uma possibilidade de que a
preservacdo da VLP intacta consiste em etapa essencial para a selecdo de MAb que
possuem boa sensibilidade para posteriormente serem utilizado no diagnostico de NoV
por ELISA.

Palavras-chave: calicivirus, norovirus, anticorpos monoclonais, virus-like particles.



vii

ABSTRACT

Norovirus (NoV) is the main cause of acute non-bacterial gastroenteritis worldwide.
NoV genome consists of a single-stranded RNA which encodes one polyprotein (which
is cleaved into six non-structural proteins) and two structural proteins. The capsid
protein (VP1) structure is divided into two major domains: The Shell (S) and Protruding
(P) domains. Due to the inability to propagate the virus in cell cultures, the structural
and morphological study have been restricted using self-assembled virus-like particles
(VLP) by expressing VP1 which are morphological and antigenically indistinguishable
from native virions. The development of effective method of diagnosis of this virus,
even occurring rapidly changing, has challenged aiming to produce monoclonal
antibodies (MAD) that react to several different genotypes of NoV. Here, we report the
production of MADb raised against the VLP of a NoV Gll.4, and the selected MAb were
characterized by Western blotting against S, P1 and P2 domains prepared through the
prokaryotic expression system. Our results demonstrated that all MAb selected in this
study recognized the S domain, however the optical density values achieved by the
indirect ELISA demonstrated low affinity of MAb to the prepared VLP. This result
suggests that possible denatured or degraded VLP were responsible for low reactivity in
the ELISA. In conclusion, our results show a possibility that the preservation of intact
VLP is an essential step to select MAb and posterior detection of NoV by ELISA for
good sensibility.

Key-words: calicivirus, norovirus, monoclonal antibody, virus-like particles.
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I. INTRODUCAO

1.1 Norovirose

0 Norwalk virus (NoV) foi descrito como agente etiologico em surtos de
gastroenterite aguda em 1968, apds um surto em uma escola em Norwalk, Ohio (EUA).
Os NoV séo atualmente reconhecidos como a principal causa de gastroenterite aguda no
mundo. Estes virus se utilizam da via orofecal para estabelecer uma infeccdo
gastrointestinal auto-limitada, que cursa com um periodo rapido de incubacao de 24-48
horas (GOODFELOW, 2013). Em paises em desenvolvimento estima-se que cerca de
200.000 mortes em criangas com menos de cinco anos de idade sdo devidas as infec¢oes
por NoV. Este virus tem sido reportado como a principal causa de morte relacionada a
gastroenterite nos EUA, resultando em 800 mortes por ano (HALL et al., 2012). A cada
ano é notificado um aumento do nimero de ocorréncias de surtos de gastroenterites
provocados por NoV, o que contribui com 21 milhdes de casos nos EUA (CDC, 2013).

Os sintomas incluem: néuseas, vomitos, diarreia e colicas abdominais. Porém,
em determinados grupos especificos como criancas e idosos, podem desenvolver uma
gastroenterite mais severa com duracdo de até seis semanas, apresentando quadros de
desidratacdo por perda de fluidos e eletrolitos por meio das fezes e vomitos. Infec¢des
sintométicas prolongadas tém sido reportadas em pacientes transplantados e em
individuos imunodeprimidos apresentando sintomas com duracdo de até dois anos
(KARST, 2010). Em algumas pessoas saudaveis, geralmente ocorre infeccdo sem o
aparecimento dos sintomas (assintomaticos) e a resolugdo de um a trés dias. Estes
individuos representam cerca de 30% da populacdo. Além dessas rotas, tem sido
investigada a ocorréncia de transmissdo zoonética de NoV humano. Esta suspeita tem
sido levantada desde a deteccdo de NoV em espécie animal que mantinha contato
préximo com humanos. Desde entdo, estudos baseados na deteccdo molecular tém sido
realizados em diferentes espécies animais (ROCKX et al., 2002; ATMAR et al., 2008).

Apesar de seu impacto significante, os NoV pertencem ao grupo de virus de
RNA mais pobremente caracterizado, devido a dificuldade de cultivo destes virus em
cultura celular (DUIZER et al., 2004; PAPAFRAGKOU et al., 2013; TAKANASHI et
al., 2013).



1.2 Epidemiologia Molecular Global

Os NoV tém sido classificados de acordo com a diversidade génica de VP1
(capsideo; CP) em cinco genogrupos (GI-GV). Os genogrupos |, I, IV s&o considerados
patdgenos humanos e GIlII e GV patdgenos bovinos e murinos, respectivamente
(LINDESMITH et al., 2008; ZHENG et al., 2006). Desde meados da década de 90, os
NoV genotipo 4 do genogrupo 1l (Gl1.4) tem sido associado a maioria desses surtos de
gastroenterites ocorridos em humanos no mundo inteiro (CHEN, 2012; LINDESMITH
e DEBBINK , 2012). Os NoV GIl.4, aproximadamente a cada dois anos, sofrem
alteracdes antigénicas que frequentemente sdo denominadas de variantes ou subtipos.
Esta diversidade génica é resultado de dois mecanismos: mutacfes devido a erro de
polimerizagdo por RdARp (RNA polimerase dependente de RNA) viral e por
recombinacdo homdloga (MOTOMURA et al., 2008, 2010; LI et al., 2010;
MARSHALL e BRUGGINK 2011).

Somente no intervalo entre 1995-2006 quatro grandes pandemias foram
documentadas e associadas a evolucdo do genétipo Gll. 4 (LINDESMITH et al., 2008).
O surgimento de uma nova variante € identificado de acordo com as sequéncias da
principal proteina VP1, diferencas menores que 14,3% sdo classificados pertencendo a
mesma variante, os que possuem entre 14.3% e 43,8% de diferenca pertencem ao
mesmo genotipo e aqueles com 45% a 61,4% estdo agrupados no mesmo genogrupo
(LINDESMITH e DEBBINK, 2012). Porém devido a rapida acumulagdo de gendtipos
tem sido proposta a reorganizacdo dos critérios de classificacdo (KRONEMAN et al.,
2013). Com a continua emergéncia de novas estirpes e inumeras informacGes
conflitantes na literatura, recentemente Kroneman e colaboradores (2013) propuseram a
padronizacdo de novos genoétipos dos NoV e variantes baseado na analise filogenética
utilizando o gene completo de VP1 e o gene parcial da ORF 1 (regido da RdRp).

A primeira pandemia de NoV foi provocada pela variante US (subtipo 95/96)
(Tabela 1) e foi responsavel por uma média de 55% dos surtos ocorridos nos EUA e
85% na Holanda em meados da década de 90. Estudos epidemioldgicos nos EUA
demonstraram que a proporcdo da norovirose por Gll.4 desde 1994 aumentou de 5%
para 85% em 2006 (CHEN et al., 2012; LINDESMITH et al., 2012).

Em 2002, a variante US 95/96 foi substituida pela variante Farmington Hills e se
associavam com 80% dos surtos de norovirus nos Estados Unidos (LINDESMITH et

al., 2012). Uma nova variante em 2004 foi identificada como agente etioldgico em 18



surtos investigados na Australia. Esta variante, a Hunter Gl1.4, subsequentemente foi
identificada em surtos epidémicos de gastroenterites no Japdo, Taiwan e Holanda
(BULL et al., 2006). Kroneman e colaboradores (2006) reportaram uma nova variagao
antigénica que co-circulava nos Estados Unidos e na Europa: variante Laurens (subtipo
2006a) e a variante Minerva (subtipo 2006b) (LINDESMITH et al., 2012). No entanto,
no verdo e outono de 2007 o subtipo 2006b (Minerva/EUA; Kobe034/Japédo e
V6/Inglaterra) tornou-se dominante sobre o subtipo 2006a e estava associado ao
aumento do numero de surtos em muitos paises (KRONEMAN et al., 2006). Este
subtipo predominou até 2009, quando foi gradualmente substituida pela GI1.4-2009 em
New Orleans (subtipo 2009) (DEBBINK et al., 2013; KRONEMAN et al., 2006;
SIEBENGA et al., 2008).

Em marco de 2012, em Sydney, (subtipo 2012) foi descrito pela primeira vez a
circulacdo de uma nova variante a Gll1.4-2012. Como identificado por Debbink e
colaboradores (2013) esta variante possuia diferenca antigénica de GI1.4-2006 e Gll.4-
2009 (Tabela 1), o que reforca a hip6tese de que a emergéncia de Gll.4 € o resultado do
escape do sistema imunoldgico em decorréncia da evolucdo dos principais epitopos
neutralizantes (DEBBINK et al., 2013).

Tabela 1: Variantes circulantes com os respectivos subtipos.

Variante Subtipo
us 95/96
Farmington Hills 2002
Hunter 2004
Laurens 2006a
Minerva 2006b
New Orleans 2009
Sydney 2012

1.3 Estrutura e organizacédo gendmica

O genoma do NoV é um unico segmento de RNA fita simples senso positivo

compacto que varia de 7.3 — 7.5 kb em todo o género. Na extremidade 5~ 0 genoma



encontra-se associado covalentemente a proteina VPg que pode funcionar como um
primer na replicacdo do RNA viral e na extremidade 3" € poliadenilado (KARST et al.,
2010) (Fig. 1).

As regifes ndo traduzidas (UTRs) na extremidade do genoma sdo curtas,
possuindo no terminal 5" e 3" tamanho de 5 e 48 nucleotideos, respectivamente. As
UTRs contém estruturas secundarias de RNA que se prolongam até as regides
codificantes. Estas estruturas sdo essenciais para os processos de replicacédo, traducdo e
patogénenese (GOODFELOW, 2013).

Os NoV sdo pertencentes ao género Norovirus da familia Caliciviridae. A
particula viral é icosaédrica, ndo envelopada e mede cerca de 38nm em didmetro.
(KAMATA et al., 2005). O genoma é organizado em trés open reading frames (ORFs).
A ORF 1 codifica uma poliproteina que é precursora de seis proteinas: a proteina ndo
estrutural 1 (NS1)/p48 que tem a funcdo de inibir o trafego de proteinas hospedeiras
para a superficie celular; NS2/NTPase que possui atividade de NTPase-helicase;
NS3/p22 que inibe a secrecdo de proteinas hospedeiras; NS4/VVPg que é responsavel
pelo recrutamento de fatores de iniciacdo da traducdo; NS5/3CLpro que cliva a
poliproteina ORF 1; e NS6/Pol que replica o genoma viral (Fig. 1) (LINDESMITH et
al., 2008; KAMATA et al., 2005).

A ORF 2 e ORF 3 sédo traduzidas a partir de um RNA subgendmico que
codificam a maior (VP1) e menor (VP2) proteina do capsideo, respectivamente. O RNA
subgendmico possui 2.4 kb e também é covalentemente ligado a VPg no terminal 5" e a
cauda de poli-A no terminal 3"(Fig. 1) (GOODFELOW, 2013). A VP1 se dobra em dois
dominios grandes: O shell domain (S) o qual é altamente conservado entre os calicivirus
e o protruding domain (P) que é mais variavel (Fig. 2) (KARTS, 2010). O dominio P
ainda é subdividido em dois subdominios: P1 e P2. Este dominio apresenta a
propriedade de ligacdo a célula hospedeira e tem demonstrado ser Gtil nos estudos de
antigenicidade (LINDESMITH et al., 2008). O subdominio P2 é altamente variavel e
alguns trabalhos sugerem que este subdominio contém determinantes antigénicos da

resposta imunoldgica do hospedeiro (KOHO et al., 2012).
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Figura 1. Esquema do genoma do NoV e a estratégia de expressdo génica. VPG=proteina
viral ligada ao genoma. VP= proteina viral, 3CLpro= protease “3CL protease-like”. RDRP=polimerase de
RNA dependente de RNA. Fonte: ViralZone com modificacGes.

A ORF 3, que codifica a proteina estrutural minor (VP2) (Fig. 1), esta
relacionada com a estabilidade da particula viral e especula-se ainda a hipdtese de atuar
no empacotamento do virus (LINDESMITH et al., 2012; BULL et al., 2006).

Figura 2: Estrutura do capsideo. a) Estrutura do monémero de VP1 é mostrada na regido vermelho = P2,
azul = P1, amarelo = (S) b) Dois monémeros de proteinas do capsideo forma o dimero A-B (indicado
com o mondmero A em tons claros e 0 mondmero B em tons escuros), o qual permite o subdominio P2 se
projetar da particula viral. c) A particula semelhante a virus é formada de 180 mondmeros do capsideo
gue montam através de diferentes dimeros. Os dimeros A-B, mostrado em colorido estende do capsideo e
fornece regido de ligacdo de receptor e sitios de variacdo antigénica. Nesta particula viral, VP2 é
incorporada em baixo nimero de copias. Modelos estruturais foram gerados e fotos foram processados

usando MacPyMOL (Delano Scientific LLC, Palo Alto, California, USA). Modificado com permissao do
“Nature Publishing Group”. Fonte: Donaldson, 2010.



1.4 Patogénese

A auséncia de um sistema de cultura celular para propagar o virus tem
dificultado o entendimento da patogénese da infeccdo por NoV humano. Uma das
alternativas para contornar essa limitacdo tém sido utilizar os NoV murino (MNV)
como modelo de estudo para elucidar os varios aspectos do ciclo de replicacdo de NoV
(GOODFELOW, 2013), porém as comparagOes sdo restritas porque ndo explica
totalmente 0 modelo humano. Informagdes detalhadas de como acontece o ciclo de
replicacdo destes virus e suas interacbes com a célula hospedeira é condi¢do necessaria
para desenvolver estratégias permissivas ao cultivo celular humano para NoV humano
(MARSH et al., 2006) .

Outra estratégia é o estudo béasico de caracterizacdo do NoV humano através da
VLP (Virus-like particles) de NoV humano. As VLP foram produzidas através da
expressao da proteina do capsideo (VP1) em sistema de baculovirus, o qual é bastante
utilizado para o estudo de morfologia e antigenicidade mimetizando o virus nativo
(CHANG et al., 2006; GOODFELLOW et al., 2013; PARKER et al., 2005; LI et al.,
2005). Estas particulas mantém propriedade fisico-quimica do virion nativo e tem sido
bastante utilizada no estudo de ligacdo as células hospedeiras. O subdominio P2 de
VP1, localizado na superficie do virion contém sitios de reconhecimento para 0 HBGAs
(Histo-blood group antigens), presente em saliva e células sanguineas e também sdo
expressos na superficie de células epiteliais da mucosa intestinal (VICENTINI et al.,
2013). Esta interacdo entre NoV e HBGA ¢é genogrupo especifica. Mesmo se Gl e GlI
interagirem com o mesmo HBGA, os residuos envolvidos nessa ligacdo podem ser
diferentes (KARST, 2010).

1.5 Anticorpos Monoclonais

A descoberta em 1974 demonstrou que o protoplasto de planta quando tratado
com polietilenoglicol (PEG) poderia se fundir. Isso foi o ponto de partida para Koéhler e
Milstein desenvolverem em 1975 a técnica de hibridoma para producéo de anticorpos
monoclonais (MAb) (KOHLER e MILSTEIN, 1975; HARLOW e LANE, 1988).
Kohler e Milstein observaram que era possivel fusionar linfocitos B que possuiam a
capacidade de produzir anticorpos com células de mieloma na presenca de PEG e que 0
produto dessa fusdo originava células hibridas com capacidade ilimitada de produzir



anticorpos com alta especificidade para um unico epitopo (HARLOW e LANE, 1988;
Kohler e Milstein, 1975). Atualmente a producdo de hibridomas se diferencia em alguns
aspectos do método empregado por Kohler e Milstein e as principais mudangas incluem
0 uso de celulas de mieloma ndo produtora de anticorpos e clonagem dos hibridomas
por diluicdo limitante (Fig. 4) (TAMASHIRO, 2008).

Os linfécitos B normais produzem a enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-
transferase (HGPRT) que atua na producao dos acidos nucléicos. Estas células possuem
duas vias para a sintese dos nucleotideos: via de novo e via de salvamento. Drogas
como a aminopterina, inibem a sintese de purinas e timidilato e, consequentemente, a
sintese de DNA (Fig. 3) (ABBAS e LICHTMAN, 2003). Diante da impossibilidade de
sintese dos nucleotideos pela via de novo, os linfocitos B fazem uso da via de
salvamento, onde Hipoxantina e Timidina exdgena sdo utilizadas para sintese de purinas
e timidilato na presenca das enzimas hipoxantina-guanina fosforibosil transferase
(HGPRT) e timidina quinase (TK), respectivamente (HARLOW e LANE, 1988).

Em contrapartida, as células de mieloma ndo podem utilizar a via de salvamento
porque sao deficientes de HGPRT. Desta forma as células de mieloma que ndo fundiram
ou fundiram entre si ndo sobrevivem quando cultivada em meio HAT (Hipoxantina,
amnopterina e timidina) (ABBAS e LICHTMAN, 2003).

Por outro lado, as células de mieloma que fundiram com os linfécitos B
sobreviverdo neste meio, pois possuem as enzimas HGPRT e TK. Ja os linfocitos B que
ndo fundiram naturalmente morrem apo6s duas semanas de cultivo (HARLOW e LANE,
1988).
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Figura 3: Vias para a sintese de acido nucleico, indicando o blogueio da via de novo pela

aminopterina. Fonte: Abbas, 2003 com modificagdes.

A maior vantagem do uso dos MAb em relacdo aos anticorpos policlonais
consiste na disponibilidade de grandes quantidades de anticorpos dirigido a Unico
epitopo enquanto os policlonais reconhecem multiplos epitopos, facilitando assim a
ocorréncia de reatividade cruzada nao desejavel (NEIL et al., 2005). Outro aspecto a ser
considerado é uma vez que os hibridomas produzidos sdo uma fonte constante e
renovavel, se tornando dessa forma uma ferramenta util para a padronizacao
experimental (NEIL et al., 2005).

A monoespecificidade dos monoclonais € muito utilizada na avaliacdo de
mudancas de aminoacidos (linear) conformacionais (terciaria), nos estudos de interacao
proteina-proteina. Por outro lado uma pequena alteracdo na sequéncia de aminoacidos
ou estrutura do epitopo por consequéncia de polimorfismo génico, glicosilacdo ou
desnaturacdo pode afetar a funcdo dos MAb. Em contraste, os policlonais s&o
heterogéneos e o efeito da mudanca de um dnico epitopo é menos significante (NEIL et
al., 2005). Desta forma, a producdo de MAb também tem se tornado util para a

caracterizacdo de sitios antigénicos do capsideo e outras proteinas virais e pode fornecer



informacdes importantes para o desenvolvimento de ferramentas de diagnosticos e
terapéuticas (FLINT et al., 2000).

Uma aplicagdo bem sucedida dos MADb tem sido na terapia do céancer. A redugéo
da quantidade de proteinas ligadas ao cancer por MAb e conjugacdo do MADb a drogas
sdo estratégias adotadas para tratamento de linfomas e tumores sélidos e tém
demonstrados sucesso clinico (ADAMS e WEINER, 2005).
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Figura 4: Uma representacdo esquemética da tecnologia do hibridoma. Linfécitos B de
camundongos imunizados sdo fusionados, usando polyethylene glycol, com células de mieloma
que se tornaram sensivel a drogas por uma mutagdo no gene essencial HGPRT. As misturas das
células é entdo cultivada em meio contendo as drogas seletivas. Como os linfocitos B, embora
ndo sensivel a HGPRT, subrevive por apenas uma semana em cultura e as células de mieloma séo
sensiveis a droga elas morrerdo dentro de uma semana. As Unicas células que pode sobreviver séo
os hibridos de mieloma e linfécitos B que possuem o gene normal HGPRT proveniente das
células imunes. Estes hibridomas podem crescer continuamente in vitro e alguns podem secretar
anticorpo. Pelo uso da tecnologia de selecdo apropriada, clones de células que secretam anticorpo
de interesse podem ser identificados e expandidos in vitro ou in vivo para obter grande
quantidade de anticorpo monoclonal que pode ser purificado para homogeneidade. HGPRT,
hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl transferase. Modificado com permissdo do "Nature
Publishing Group”. Fonte: Alkan, 2004 com modificagdes.
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1.6 Anticorpos monoclonais Anti-Norovirus

Muitos pesquisadores tém se empenhado em identificar MADb que possuem boa
reatividade para detectar amplo espectro de gendtipos ou genogrupos de NoV. O MAb
mais conhecido é o anticorpo 5B18, o qual é atualmente comercializado para deteccao
de NoV, ELISA Denka, Seiken (Japdo). Entretanto se ligam apenas a genotipos Gll e
nédo a Gl o que restringe o espectro de deteccdo (HANSMAN et al., 2012).

O primeiro grupo a identificar GI e GlI em reatividade cruzada de um anticorpo
monoclonal que reconhece epitopos conformacionais, foi o conduzido por Shiota e
colaboradores (2007). Os resultados obtidos nesse estudo mostrou que o MAb 14-1
tinha alta reatividade para Gl e GIlI com exce¢do de GI-3 e possuia um sitio de
reconhecimento localizado na regido terminal C de P1, a qual é relativamente mais
conservada quando comparada com o P2 e N-terminal de P1 (SHIOTA et al., 2007).

Ja os dois anticorpos monoclonais (NV3901 e NV3912) produzidos por Parker e
colaboradores (2005) reconheceram peptideos conformacionais localizados na regidao N-
terminal de P1. Porém a reacdo cruzada apenas ocorreu entre Gl. O peptideo possuia
91% de grau de similaridade de aminoacidos entre os NoV Gl (PARKER et al., 2005).

A presenca de epitopos comuns compartilhados entre NoV humano e bovino tem
sido descrito por Batten e colaboradores (2006). O MAb CM54 teve reatividade para
duas regides localizadas na regido S: residuos de aminoacidos 162-167 e 132-137, 0s
quais sdo comuns a Gl e GIII/2. A afinidade deste MADb a estes epitopos tem
demonstrado utilidade na investigacdo de infeccdo humana por NoV bovino. Esta
possibilidade foi avaliada por Widdowson e colaboradores (2005) quando testaram soro
humano contra proteina do capsideo recombinante bovina por ELISA, o qual obteve
nivel significante de reatividade (WINDDOWSON et al., 2005; BATTEN et al., 2006).

Li e colaboradores (2010) também caracterizaram um MAb (N2C3) capaz de
detectar NoV humano e bovino, mas que se ligavam aos residuos 50-90 (regido S).
Entretanto tal anticorpo ndo obteve boa reatividade para deteccdo em amostras fecais
quando comparado com os resultados de deteccdo por RT-PCR (LI et al., 2010).

Recentemente Parra e colaboradores (2013), descreveram um epitopo linear no
interior do dominio S do capsideo de NoV, entre os residuos 52-56, o qual é comum
entre todas as estirpes dos seis genogrupos de NoV (PARRA et al., 2013).

O MADb TV20 foi capaz de detectar por imunofluorescéncia 0 NoV murino em

cultura celular, além de identificar as estirpes dos trés genogrupos que infectam
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humanos. Esse foi o primeiro estudo a demonstrar uma reacdo cruzada entre todo o
género de NoV (PARRA et al., 2013).

Resultados similares foram obtidos anteriormente por Yoda e colaboradores
(2003) que caracterizaram anticorpos monoclonais de reatividade cruzada (1B4). Estes
MADb reagiram na mesma regido mas possuiram reatividade diferente. O 1B4
reconheceu a regido do core da particula correspondente & posicdo N-terminal do
capsideo viral (YODA et al., 2003).

Estes estudos sugerem que a regido S é uma regido altamente imunogénica e por
ser conservada demonstra ser um bom alvo para o desenvolvimento de anticorpos de
amplo espectro.

Apesar da sua importancia, pouco se conhece sobre epitopos que ocorrem nestes
dominios da VP1 devido a falta de um sistema de cultura de células (a producdo de
anticorpo monoclonal é dependente da producdo de virus-like particles (VLP) (Fig. 5), a
qual exige uma técnica de expressdo proteica (por exemplo, pelo sistema de
baculovirus), e poucos tém condic6es de realizar este estudo.

Figura 5. Micrografia eletrdnica de particulas virais e VLP. (A) Micrografia eletronica de particulas

virais em amostras de fezes e (B)VLP produzidas por sistema de expressdo de proteina do Baculovirus

Fonte: (A):Wikipedia. (B):SOMEYA, 2011.

O conhecimento de epitopos que participam da neutralizagdo dos virus pode
fornecer informacgdes Uteis para o desenvolvimento de ferramentas terapéuticas eficazes
que poderiam interferir na replicacdo viral. Além disso, € uma ferramenta Util para o
estudo da imunidade viral e epidemiologia.

A produgéo de MAb para NoV permite o desenvolvimento de kits diagndsticos
baseados em ELISA. No mercado mundial, existem alguns kits diagnosticos para NoV,

entretanto, no Brasil ainda ndo ha disponibilidade de kit diagnostico soroldgico
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produzido nacionalmente e a distribuicdo de kits para NoV ainda ndo é realizado de
forma rotineira na rede publica. Portanto, MAb que reagem em amplo e restrito espectro
de genotipos de NoV, sdo de alta demanda na rede publica.

1. JUSTIFICATIVAS

Os NoV representam a maior causa de gastroenterite humana de origem viral no
mundo. Atualmente a maior dificuldade enfrentada para a detec¢do de NoV tem sido a
alta variabilidade génica destes virus, decorrentes de frequentes ocorréncias de
recombinacfes e mutacdes pontuais. Desta forma, o desenvolvimento de uma técnica
imunolégica de deteccdo de NoV Gl e GIl exige ensaios diagndsticos para a
identificacdo da amplitude da especificidade, de ampla ou restrita para distintos
genogrupos e gendtipos (HARDY et al.,1996).

Para este proposito, alguns anticorpos tém sido desenvolvidos para deteccdo e
identificacdo dos NoV por ELISA. Contudo os Kits diagnosticos disponiveis como o
RIDASCREEN® Norovirus ELISA (R-biopharm), o IDEA™ NoV ELISA (Dako) e 0
SRSV (I1)-AD (Denka) ndo permitem a deteccdo ampla de distintos genogrupos e
gendtipos, o que compromete a sua eficiéncia (KIRBY et al., 2010). Atualmente, dois
tipos de Kits diagndsticos sdo demandados para o diagndstico dos NoV, um de amplo
espectro entre genétipos ou entre genogrupos do NoV (wide-range) e outro mais
especifico para GIl.4 (short range). Entretanto, no Brasil, ndo ha producéo nacional de
kit imunoldgico, assim como ndo ha distribuicdo de Kits importados para a rede publica.

Pela estrutura da VVP1, esta proteina pode ser dividida em trés regides, o dominio
protruding (P), o dominio Shell (S) e o brago amino-terminal (NTA) (Fig. 2). O
dominio P esta subdividido em duas regides, P1 e P2. Os MAb que reconhecem NoV de
amplo espectro podem reconhecer a regido mais conservada da VP1 como o dominio S
e mais especifico como o subdominio P2. Nesse trabalho foram produzidos MAb para
NoV Gll.4 e realizado o estudo de regido da VP1 que estes MAb reconhecem para o
estudo preliminar de mapeamento de epitopos. O avango na compreensdo da interacéo
anticorpo-antigeno da VVP1 do NoV fornecera ferramentas importantes ndo somente para
0 estudo béasico de Virologia, mas também para o desenho de drogas antivirais, o
desenvolvimento de vacinas, kits diagndsticos e elucidacdo das interagdes entre 0 virus

e o sistema imunoldégico humano
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I11. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho propos a producdo de anticorpos monoclonais (MAD) a partir de
virus-like particles (VLP) do NoV Gll.4 e a avaliacdo da reatividade (sensibilidade) e

espectro dos MAb contra gendtipos dos NoV GlI.

3.2 Objetivos Especificos

e Purificar as VLP por cromatografia de troca ionica.
e Produzir e caracterizar MAb contra os dominios de VP1 do NoV Gll.4.
e Avaliar a sensibilidade dos MAb contra as VLP de NoV Gll.4 por ELISA.

e Clonar os dominios S, P1 e P2 do gene vpl em vetor plasmidial pPENTR 2B e
subclonar em vetor de expressdo em bactéria, pDEST 17.

e Purificar as proteinas recombinantes e analisar por Western blotting usando
anticorpo contra HisTag.

IV. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao das VLP recombinantes em escala média

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais se inicia com a imunizacgéo de
camundongo. Devido a inviabilidade da preparacéo de virus purificado em quantidade
suficiente a partir de fezes de pacientes ou por cultura celular, o sistema de expressdo de
proteina heteréloga foi utilizado para prepapar os antigenos virais. Neste estudo, a
construcdo do bacmideo recombinante com o gene da VP1-VP2 do NoV Gll.4 subtipo
2006b (isolado 4474 do DF) foi cedido pela Dra. Thais Alves da Costa Lamounier
(UnB).

A expressdo da VP1 do NoV GlI.4 em media escala foi feita de acordo com o
protocolo do fabricante do sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) utilizando a linhagem

celular BTI-Tn5B1-4 da espécie Trichoplusia ni. A expressdo da VP1 e formacdo do
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VLP recombinante foram monitoradas e confirmadas por Western blotting com
anticorpo policlonal contra NoV Gll.4 (cedido por Dr. Shinichi Kobayashi, Aichi
Prefectural Institute of Public Health, Nagoya, Japdo) e pela observacdo por

Microscopia Eletrénica de Transmissao.

4.1.1 Clarificacdo por Cushion 20%

Foram preparadas cinco garrafas Tissue culture flasks 75 cm? (TPP®) contendo
células da linhagem BTI-Tn5B1-4 da Trichoplusia ni em 20 mL de meio TC100
contendo 10% de soro fetal bovino. Estas foram infectadas com 1 mL de estoque viral.
Ap0s a incubacgdo por 120 horas, as células infectadas foram ressuspendidas no proprio
meio de cultura TC100 e centrifugadas em 3000 x g por 15min utilizando centrifuga J2-
MI Centrifuge (Beckman).

As VLP de NoV presentes na fase do sobrenadante foram concentrados por
ultracentrifugacéo utilizando colchdo de sacarose a 20 % em tampé&o fosfato de sddio 50
mM pH 7,0 correspondendo a 1/3 do volume. O tubo preparado foi centrifugado no
rotor Ti45 Beckman a 14000 rpm (22725 x g ) por 1 hora a 4°C. O pellet formado foi
ressuspendido em 1 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e posteriormente
submetido a purificacéo por troca ionica.

4.1.2 Purificacdo da VLP por troca ibnica

A purificagdo da VLP foi realizada utilizando o cromatdégrafo Akta purifier
(GE Healthcare) e a coluna HiTrap Q FF (2mL) (GE Healthcare) equilibrada com
tampédo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,0) e em um fluxo de 150 cm/h. As proteinas
foram eluidas utilizando uma etapa de gradiente isocratico de 10 %, 20 % e 40 % gerada
com tampéo de eluicdo (1 M NaCl, 50 mM fosfato de sodio, pH 7,0). As fragdes de 1
mL de VLP foram coletadas e estocadas a 4 °C até o uso.

Apos a purificagdo as VLP foram dialisadas em tampdo fosfato de sodio 50
mM pH 5,5 trés vezes por duas horas cada troca em camara fria (8 °C), a fim de conferir

maior estabilidade as particulas.
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4.1.3 Visualizacdo por Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

Com o objetivo de avaliar a integridade das particulas as VLP foram
visualizadas no MET JEM 1011 (JEOL). Para isso foram preparado telinhas de niquel
2,5 mm com a pelicula de Formvar e em seguida foi realizada a contrastacdo negativa

com acetato de uranila (1 %).

4.2 Producédo de Anticorpo monoclonal a partir da VLP NoV Gll.4

4.2.1 Imunizacdo

As imunizacdes foram realizadas no Centro de producdo de Anticorpos
(CEPRACO) na Universidade Federal de Goias, seguindo as normas do Comité de Etica
de Pesquisa em Animal da UFG n° 286/2011.

Foram imunizados cinco camundongos fémeas BALB/c intraperitonealmente
com 5 pg/100 pl/camundongo de VLP NoV Gl1.4, diluido em PBS 1X, nos dias 1, 2, 4,
16, 18. Cada imunizacdo foi acompanhada de 3 pl (180 pg) do adjuvante hidréxido de
aluminio (EMS) em 100 pl de antigeno com excecdo da Ultima imunizacdo (booster).
No dia 21, quatro dias antes do procedimento de fusdo, foi realizado o booster pré-

fusdo inoculando somente o antigeno diluido em PBS 1X.
4.2.2 ELISA

Para avaliar o titulo de anticorpos dos camundongos imunizados contra NoV, foi
realizado um ELISA indireto. As placas foram sensibilizadas com 50 pl/ poco de VLP
NoV GI1.4 (1 pg/mL) em PBS 1X e incubadas a temperatura ambiente durante 4 horas.
Em seguida foram bloqueadas com 100 ul de PBS 1x - Tween 20 (0,05 %) contendo 5
% de leite desnatado overnight a 4 °C. Ap6s o bloqueio as placas foram lavadas trés
vezes com 200 pL de PBS 1x - Tween 20 (0,05 %). A placa de ELISA foi incubada
com 50 pl do anti-soro ou sobrenadantes dos hibridomas a serem testados por 1 hora a
37 °C. Uma nova incubacdo foi realizada adicionando 50 pl do anti-camundongo 1gG
(1/20000) (Invitrogen) conjugado com peroxidase durante 1 hora & 37 °C e a revelagéo
foi realizada por colorimetria por meio da adicdo do substrato da peroxidase, OPD
(Sigma-Aldrich).
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Todo o ensaio foi realizado em duplicata e os anticorpos foram diluidos em PBS
- Tween 20 (0,05%) contendo 0,5% de leite desnatado. As placas foram lavadas por trés
vezes entre cada etapa de incubacdo com PBS - Tween 20 (0,05%). Para determinar a
reatividade, foi considerado como positivo as D.O. (Densidade Optica) que estavam
acima do cut off da reacdo o qual foi calculado com base na média da densidade dptica
do controle negativo somado duas vezes o desvio padrdo. O anticorpo 1gG de
camundongo foi utilizado para sensibilizagdo como controle positivo (Sigma-Aldrich)

na concentracao de 10 pg/mL.

4.2.3 Preparacédo das células de Mielomas (SP2)

Foram utilizadas células de mieloma da mesma linhagem do camundongo
imunizado (BALB/c). As células de mieloma da linhagem SP,/0 (2 x 10° céls./mL)
foram rapidamente descongeladas em banho-maria a 37 °C, para evitar danos pelo
componente crioprotetor do meio, DMSO (Merk Chemicals).

Em ambiente estéril, as células foram transferidas para um tubo de centrifuga e
foram adicionados lentamente 10 mL de meio DMEM (Invitrogen) completo contendo
20 % de SFB (Invitrogen) em seguida foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm em 25
°C. O sobrenadante foi entdo desprezado e as células foram ressuspendidas em meio
DMEM completo.

A cultura foi transferida para garrafas de 25 cm? em atmosfera de 5 % de CO- e
95% de umidade relativa a 37 °C e em seguida foi acompanhado a estabilizacdo e o
crescimento celular. Posteriormente foi adicionado 8-azaguanina (1%) (Sigma-Aldrich),
0 qual selecionara as células que sdo hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase
negativas (HGPRT).

4.2.4 Obtencdo e Preparacdo das Células Esplénicas

O camundongo imunizado que atingiu os titulos de anticorpos mais elevados
para o antigeno, de acordo com o ELISA, foi sacrificado por deslocamento cervical e o
baco foi transferido em condicGes estéreis para uma placa de Petri contendo 5 mL de
meio RPMI (Sigma-Aldrich) com 15 % de SFB (Invitrogen). O érgéo foi macerado com
0 auxilio de um dissociador celular e a suspensdo de células esplénicas obtida foi
separada e transferida para um tubo de centrifuga. Foi retirada uma aliquota (50 pl) da

suspensdo tripan (Vetec) para contagem celular em camera Neubauer.
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4.2.5 Preparo da Camada de Macréfagos Peritoneais (Feeder-layer)

O feeder-layer foi preparado semeando macrofagos coletados da cavidade
peritoneal de camundongos normais, cerca de 50 horas antes do procedimento de fusao.
Esta preparacdo fornece fatores de crescimento e diferenciacdo de linfécitos B, como a
interleucina-6, além disso, confere maior densidade celular e limpeza do meio.

Inicialmente os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e
posteriormente mergulhados em solucédo de alcool a 70 %. Em camara de fluxo laminar,
foi injetado na cavidade peritoneal do animal morto 7 mL de meio HAT contendo 10 %
de SFB e realizada massagem no abdémen. O liquido contendo as células peritoneais
foi aspirado com o auxilio de uma seringa e transferido para tubos estéreis mantidos em
banho de gelo. Uma aliquota dessa suspensédo foi retirada e diluida em azul de tripan
(Vetec) a fim de determinar a concentracgéo e viabilidade celular.

Apds a contagem as células foram distribuidas em placas estéreis de 24
cavidades na densidade de 8 x 10* células/500 pL/poco e para as placas de 96 cavidades
a concentracdo foi de 2 x 10° células/100 pL/poco. As placas foram mantidas em
incubadora de CO; durante 48 horas, a 37 °C.

As placas de 96 cavidades foram preparadas para o procedimento de clonagem

dos hibridomas.

4.2.6 Fusdo celular

Em um tubo estéril foi adicionado 10 mL da suspensdo de células esplénicas
contendo 1,21 x 10® células e 12,5 mL da suspensdo de células de mieloma na
concentracdo de 2 x 10’, com a viabilidade de 91 % e 85 % respectivamente. O volume
foi completado para 50 mL com meio RPMI sem soro e o tubo centrifugado a 1500 rpm
por 15 min. O sobrenadante entdo foi descartado e o sedimento celular foi
ressuspendido com leve batidas. E sobre essa massa de células foi depositado 1 mL de
uma solugdo de PEG a 50 % em salina 0,15 M e 10 % de DMSO. Esta solugéo foi
adicionado lentamente as células gota a gota sob agitacdo, em um intervalo de 1 min e
em seguida foi incubado em banho-maria a 37 °C durante 90 seg, sob agitagéo

constante.
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Em cémera de fluxo laminar foi acrescentado lentamente ao volume da
suspensdo celular 20 mL de meio RPMI da seguinte maneira: 1 mL em 30 seg; em
seguida 3 mL em 30 seg e o restante da solucdo (16 mL) foi adicionado em 60 seg e 0
volume total da suspensdo foi completado para 50 mL com meio RPMI. Apo6s 5 min.
em repouso a suspensdo foi centrifugada a 150 rpm por 15min, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento celular ressuspendido em 50 mL de meio RPMI contendo 10
% de SFB e novamente centrifugado como descrito anteriormente.

O sedimento final foi ressuspendido em meio HAT contendo 15 % de SFB e as
células foram distribuidas na densidade de 10°/poco em quatro placas de 24 cavidades
contendo feeder-layer de macréfagos peritoneais. O volume foi completado para 500
ML por poco com meio HAT contendo 15 % de SFB. Posteriormente as placas foram

mantidas a 37 °C em estufa de CO, durante 15 dias sob acompanhamento periodico.

4.2.7 Selecdo dos Hibridomas

Cerca de 10 dias ap6s o procedimento de fusdo foram testados o sobrenadante de
cada cavidade (como descrito na etapa 4.2.2) que apresentou crescimento de clones e

dessa forma foram determinadas as culturas secretoras de anticorpos.

4.2.8 Clonagem dos Hibridomas

Antes da etapa de clonagem, foram selecionadas as culturas identificadas
secretoras de anticorpos para expansdo em garrafas de cultura celular de 25 cm? Em
sequida foi realizada a clonagem por dilui¢do limitante, um procedimento que consiste
em preparar uma suspensao celular contendo 100 células e semear volumes idénticos
dessa suspensdo em placa contendo 96 pocos com a finalidade de obter 1 célula por
poco. Desta forma foi realizada uma diluicdo 1/20 em meio HAT e entdo a partir desta
diluicdo foi retirado 100 pL e acrescentado mais 100 pL de azul de trypan para a
realizacdo da contagem de células em Camara de Newbauer. Apds a determinacdo da
concentracéo celular foram plaqueados 100 pL em placa de 96 pogos contendo feeder
layer. As placas foram entdo mantidas em incubadora de CO; por um periodo de 10 dias
e 0 crescimento de um dnico clone foi monitorado por meio do microscopio invertido
(Leica).

Os MADb 2B1, 2B1D7 e 2B1G3 foram purificados a partir do meio de cultura
(sobrenadante) por cromatografia de afinidade e concentrados utilizando o filtro
AMICOM (Merck Millipore).
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4.2.9 ELISA dos MAb selecionados com a VVLP.

A reatividade dos MAD purificados foi avaliada em duas diluigdes: 1/500 e
1/1000 contra VLP de dois lotes diferentes. O ensaio foi realizado por ELISA como

descrito no item 4.2.2.

4.3 Clonagem dos dominios da VP1

4.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Foram amplificados por PCR os genes dos dominios: S e dos subdominios P1 e
P2 da VP1 do NoV GIl.4 subtipo 2006b (Fig. 6), utilizando primers que flanqueiam
cada regido génica especifica (Tabela 6), os quais foram inseridos uma cauda de
oligonucleotideos que codifica o peptideo hexa-histidina com o objetivo de facilitar a
recuperacdo da proteina no processo de purificagéo.

As reagdes de S e P2 possuiam 1 pl de cDNA (1 ng), 5 pl de tamp&o LongAmp
(5X), 1 ul LongAmp Taq DNA polimerase que consiste em uma mistura de Taqg DNA
polimerase e Pfx DNA polimerase (NEB), 3 pl de dNTPs (2,5 mM), 1 ul de primer S-
For BamHI (10 pM) e S-Rev Xhol (10 pM) ou primer P2-For BamHI (10 pM) e P2-
Rev Xho | (10 uM) (Tabela 6) em uma reacéo total de 25 pl. A regido que codifica o
dominio P1 esta dividida em duas partes no genoma do NoV, separado pela regido que
codifica o subdominio P2 no meio (Figura 6 ). Para viabilizar a clonagem da regido que
codifica o dominio P1, cada parte foi amplificada separadamente como P1-1 e P1-2. A
reacdo destes subdominios continha 1 pl de primers P1-1 for (10 puM) e P1-1 rev (10
puM) ou 1,25 pl de primers P1-2 For (10 uM) e P1-2 Rev (10 puM) para uma reacao total
de 25 pl.

Em seguida os subdominios de P1 foram fusionados por Overlap-extension
PCR. A reacdo de fusdo de fragmentos de P1-1 e P1-2 foi realizada utilizando
LongAmp Tag DNA polimerase (NEB). A reagéo de fusdo foi realizada em duas etapas,
na primeira etapa de fusdo de dois fragmentos sem adicionar primers, esta etapa exige
uma temperatura de anelamento mais baixa. E na segunda da amplificacdo dos

fragmentos utilizando primers das extremidades. Reacéo (1): 5 uL de tamp&o LongAmp
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(5 X), 100 ng de fragmento P1-1, 100 ng de fragmento P1-2, 3 ul de dNTPs (2,5 mM) e
0,5 pl de LongAmp Tag DNA polimerase (NEB) para uma reacdo total de 25 pl.
Reacéo (2): 4,5 ul de tampédo LongAmp (5 X), 1 ul de primer P1-1 For (10 uM), 1 pl de
primer P1-2 Rev, 3 pl de dNTPs (2,5 mM), 0,5 ul de LongAmp Tag DNA polimerase
(NEB), 5 pl de DNA fusionada da reacdo 1. As amplificacbes foram realizadas no

termociclador MyCycle (BioRad) como descrito na tabela 2, 3,4 e 5.

1 MALEPVVGAATIAAPVAGQONVIDPWIRNNFVQAPGGEFTVSPRNAPGEIL 50
51 WSAPLGPDLNPYLSHLARMYNGYAGGFEVQVILAGNAFTAGKIIFAAVPP 100

101 NFPTEGLSPSQVTMFPHIIVDVRQLEPVLIPLPDVRNNFYHYNQSNDSTI 150
151 KLIAMLYTPLRANNAGEDVFTVSCRVLTRPSPDFDFIFL 200
201 250
251 300
301 350
351 400
401 450
451 500
501

Figura 6. Sequéncia de aminoacido do capsideo de Norovirus Gll.4. Dominio S (1 a 190) esta marcado
em amarelo, P1-1(191 a 248) e P1-2 (392 a 506) em rosa e a regido do subdominio P2 em verde

(separando os subdominios de P1).



Tabela 2: Programa de PCR para amplificar o dominio S e P2 do CP de NoV Gll.4

Temperatura Tempo
Hot start 80°C 1 min
Pré-desnaturacéo 94°C 2 min
30 ciclos 94°C 30 seg

55°C 45 seg

65°C 1 min
Pds- extensdo 65°C 10 min
Armazenamento 12°C 00

Tabela 3: Programa para amplificar o dominio P1-1 e P1-2 da VVP1 de Norovirus Gll.4.

Temperatura Tempo
Hot start 80°C 1 min
Pré-desnaturacédo 98°C 30seg
30 ciclos 98°C 10 min
55°C 30 seg
72°C 20 seg
Pds- extensao 72°C 10 min

Armazenamento 12°C 0
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Tabela 4: Programa utilizado durante a etapa de overlap-extension PCR de P1-1 e P1-2.

Temperatura Tempo

Hot start 80°C 1 min
Pré-desnaturagédo 98°C 30seg
30 ciclos 98°C 10 min
55°C 30 seg

72°C 20 seg

POs- extensdo 72°C 10 min

Armazenamento 12°C 0

Tabela 5: Programa utilizado durante a etapa de amplificacdo da fusdo de P1-1 e P1-2.

Temperatura Tempo
Hot start 80°C 1 min
Pré-desnaturacédo 94°C 2 min
30 ciclos 94°C 30 seg
55°C 45 seg
65°C 1 min
Pds- extensdo 65°C 10 min

Armazenamento 12°C o0
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Tabela 6: Sequéncias dos primers utilizados durante as amplificaces dos dominios S, P1 e P2.

NOME DOS *SEQUENCIA

PRIMERS

S-For 5'- TAT AAG GAT CCT ATG GCT TTG GAG CCC GTT -3

(BamHlI)

S-Rev 5-ATA TTA CTC GAG TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CAC CAA AAA
(Xhol) TAT AAA ATC AAA ATC AGG GGA -3'

P1-1 For 5'- TAT AAG GAT CCT CCACCC ACAGTT GAG TCA AG -3

(BamHI)

P1-1 Rev 5'- GGC TAC AGC AGG GGC GCC TAAGAG CACGCCATCA-3

P1-2 For 5-TGA TGG CGT GCT CTT AGG CGC CCC TGC TGT AGC CcccC -3

P1-2 Rev 5- ATA TTA CTC GAG TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CAT GGG GGC
(Xhol) AAG TGT GTAGAAT -3'

P2 For 5'- TAT AAG GAT CCT ACC ACC CAACTG TCT CCT -3

(BamHlI)

P2 Rev 5- ATA TTA CTC GAG TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG TAG GTG TAC
(Xhol) ATT GTG AAC ATT TCT AC -3'

*Sequéncia sublinhada=sitios de clonagem BamHI ou Xhol. Sequéncia em negrito=cédon de terminagao
e sequéncias em italico = His-Tag. Primers P1-1 Rev e P1-2 For sdo quase-complementares para fusionar

por Overlap extension PCR.

O DNA dos produtos amplificados foram aplicados em eletroforese de gel de
agarose 1 % em TBE 0,5 X e corados com brometo de etidio (10 pg/mL) durante 10
minutos e posteriormente analisadas em luz UV. As corridas foram realizadas na cuba
modelo Mupid®-2 plus (Mupid) e o DNA ladder utilizado foi o Gene Ruler, 1Kb

(Fermentas).
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4.3.2 Clonagem em pENTR e pDEST 17

Para a recuperacdo do DNA do gel, os fragmentos submetidos a eletroforese
foram corados com violeta cristal (10 pg/mL) e eluidos seguindo o protocolo de
purificacdo Gel Band Purification (GE Healthcare). O vetor pENTR 2B (Fig. 7) e os
fragmetos purificados foram digeridos com BamHI HF e Xhol (NEB) de acordo com
orientacdes do fabricantes e a digestdo foi confirmada por eletroforese. As ligacbes dos
genes dos dominios em pENTR 2B foram realizadas utilizando 80 ng de vetor, 57 ng do
dominio S, 51 ng do P1 e 43 ng do P2 na presenca de 1 ul T4 DNA ligase, 1 ul de
tampé&o da T4 DNA ligase 10 X para uma reacao total de 10 pl em 8 °C overnight

As construcbes em pENTR 2B foram transferidas em Escherichia coli da
linhagem DHS5a por eletroporagdo sob 25 pF de capacitancia, 200 € de resisténcia, 2,5
KV no eletroporador Bio Rad Gene Pulser (BioRad). Em seguida foi adicionado 1 mL
de meio SOC (SAMBROOK & RUSSEL, 2011) em temperatura ambiente. As culturas
de células foram entdo incubados por 1 hora a 37 °C sob agitacdo constante de 200 rpm.
Apbs esse periodo foram plaqueados 100 ul de células eletroporadas em meio LB-agar
contendo canamicina (50 pg/mL). As placas contendo os transformantes foram
incubadas a 37 °C por 16 horas e posteriormente os clones selecionados foram
submetidos a extracdo do DNA plasmidial com o kit Wizard plus Minipreps DNA

purification (Promega) de acordo com orientacGes do fabricante.

BamH I - 483

PENTR 2B

Xho I-933

Figura 7: Representacdo esquematica do vetor pENTR 2B (Invitrogen) salientando os sitios BamHI
Xhol e genes de resisténcia para canamicina (em laranja) utilizados para a clonagem.
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A insercdo dos genes foram confirmadas através das digestdes com as enzimas
BamH | HF e Xhol (NEB) e por eletroforese em gel de agarose 1 %.

O sistema de subclonagem escolhido foi o Gateway Technology (Invitrogen)
com Clonase Il que realiza uma reacdo de recombinacdo a fim de facilitar a
transferéncia do gene de interesse para o vetor de expressao pDEST 17 (Fig. 8). Esta
subclonagem sé é possivel porque as sequéncias dos genes alvos séo flanqueadas por
sitios att de recombinag&o.

A subclonagem subsequente foi realizada em vetor pDEST 17 que permite a
introducdo dos peptidos na por¢do N-terminal e no C-terminal com tag de hexa-
histidinas que facilita a deteccéo e purificagdo com resina de afinidade Ni-NTA..

A reacdo de recombinacéo foi realizada pela mistura de 75 ng de vetor pENTR
2B contendo os genes dos dominios S, P1 e P2 e 75 ng de pDEST 17 na presenca de 1
pul de LR Clonase Il (Invitrogen) e entdo foi incubada overnight em temperatura
ambiente. Para a inativacdo da LR Clonase foi adicionado no dia seguinte 1 pL de
proteinase K para cada reacéo e incubado por 37 °C por 10 min.

O produto de cada reacdo foi dialisado durante 20 min e transformado em
células DH5a e digerido com BamHI / Xhol como descrito anteriormente. Todas as

clonagens foram confirmadas por sequenciamento (Macrogen. Inc., Coréia do Sul).

Figura 8. Representacdo esquematica do vetor pDEST 17 (Invitrogen). O mapa mostra; sitios de attR1 e
attR2 (em laranja) que permitem a recombinacdo do gene de interesse a partir de um clone de entrada e na
posicdo N-terminal e gene de resisténcia para ampicilina. Em verde gene de resisténcia para ampicilina,
em rosa gene de resisténcia para clorafenicol e em azul o gene ccdB.



27

4.3.3 Analise da expressdo dos dominios da CP

O pDEST 17 recombinante foi transformado em cepa de E. coli BL-21Al. Esta
cepa possui no seu genoma insercdes do gene que codifica T7 RNA polimerase, sendo
assim a T7 RNA polimerase fica sob o controle de um promotor induzivel por
arabinose. A transformacéo nesta cepa foi realizada com 2 pl da reacdo contendo
pDEST 17 recombinante (S, P1 e P2).

A inducdo da expressao da proteina foi feita da seguinte maneira. Foi preparado
um pré-inoculo de pDEST 17 contendo os genes alvos e incubado a temperatura de 37
°C com agitacdo de 200 rpm overnight. No dia seguinte 50 pL desse pré-inoculo foi
transferido para um novo tubo contendo 5 mL de meio LB e incubado por duas horas a
37 °C ate atingir a D.O. proximo de 1,0.

Ao atingir a D.O. desejada, foi separada 1 mL de cada cultura ndo induzida para
controle negativo em microtubos e centrifugado por 3 min a 13.000 x g. O restante de
cultura foi induzido pela adicdo de arabinose na concentracéo final de 0,2 % e incubado
a 37 °C com aeracao. No periodo de duas horas apés a indugdo foi transferido 1 mL para
novo microtubos os quais foram centrifugados a 13.000 x g por 1 minuto e estocados no
freezer -80°C. O pellet foi ressuspendido em 10 pl de tampéo de LaemmLi (LAEMMLLI,
1970) e fervido por 3 minutos.

As proteinas obtidas foram aplicadas em SDS-PAGE 10 % (SAMBROOK et al.,
2001) utilizando o aparelho Mini-Protean® Cell (BioRad). Um dos géis foi corado e
fixado com solucéo de 40 % de metanol e 10 % de acido acético e Comassie 20 blue 0,1
% por cerca de 2 horas e descorado com solugdo de 40 % metanol e 10 % de acido
acético, durante 2 horas, sob leve agitacdo. O outro gel foi utilizado para transferéncia
das proteinas em membrana de nitrocelulose Hybond-C (GE Lifesciences), para
deteccdo das proteinas virais por Western blotting.

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose com o auxilio de um Transblotter (BioRad ) nas condicGes: 15 V, 150 mA
por 30 min. Apés a verificagdo da confirmacdo da transferéncia pelo marcador pré—
corado PageRuler (Thermo Scientific), a membrana entdo foi bloqueada com a solugéo
de PBS 1 X e 5 % de leite em p6 desnatado por 1 hora sob agitacéo.

Apos a lavagem, a membrana foi novamente incubada por 2 horas com PBS 1 X
contendo antisoro policlonal contra NoV Gll.4 feito em coelho (1:3000) (gentilmente
cedido por Dr. Shinich Kobayashi, Aichi Prefectural Institute of Public Health). A
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membrana foi incubada com um novo tampédo de PBS contendo o anticorpo secundario
(anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina) na diluigéo de 1:3000.

Essa incubacéo foi realizada sob agitacdo por 2 horas em temperatura ambiente.
A revelacdo foi feita em 10 mL de tampéo alcalino (100 mM de tris e NaCl, 5 mM de
MgCl, pH 9,5) e os substratos da fosfatase alcalina: 50 pl de Nitroblue Tetrazolium
(NBT) (10 mg/mL) e 30 ul de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato (BCIP) (10 mg/mL)
foram adicionados. A revelagéo foi realizada em ambiente escuro. Entre cada etapa foi

realizado a lavagem em PBS 1 X Tween 0,1 % trés vezes.

4.3.4 Purificacdo das proteinas dos dominios S, P1 e P2

Proteinas eucaridticas expressas em sistemas procaridticos, frequentemente séo
agregadas em corpos de inclusdes em E. coli, portanto, se tornam insollveis. Entretanto
a proteina insoltvel ndo ¢é adequada para purificacdo com coluna de afinidade. Por esta
razdo a solubilidade da proteina deve ser conhecida antes da purificacdo de proteinas
por afinidade com particula seguindo orientaces do fabricante (MagneHis™,
Promega).

Para testar a solubilidade, o pellet da bactéria contendo a proteina expressa foi
lisada com tampao de lise, FastBreak Cell Lysis (Promega), e esta solucdo foi incubada
durante 1 hora sob agitacdo. Concluido esta etapa foi centrifugado a velocidade 16.000
X g por 12 min & 4 °C, e o sobrenadante formado foi transferido para novo tubo, que
corresponde a fracdo sollvel, e o pellet foi ressuspendido com tampédo de LaemmLi, o
qual representa a fracdo insoluvel e aplicada no PAGE como descrito anteriormente. A
purificacdo em condicOes desnaturantes foi realizada de acordo com as orientagdes do
fabricante (MagneHis™, Promega).
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V. RESULTADOS

5.1 Preparacdo da VLP recombinante

O perfil cromatografico demonstrou a presenca de trés picos que possivelmente
poderiam ser VLP de NoV os quais correspondiam as fragoes 9, 10, 14, 15 e 19 (Fig. 9)
A pureza e as propriedades antigénicas das fragdes colhidas foram avaliadas por
SDS-PAGE e Western blotting. Primeiramente as proteinas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE) e revelado com nitrato de

prata.
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Figura 9: Perfil cromatografico. As proteinas foram diluidas em tamp&o de corrida (50mM fosfato de
sodio, pH 7,0) e carregado na coluna de troca i6nica HiTrap Q FF. As proteinas ligada a coluna foi eluida
por uma etapa de gradiente usando 1M de NaCl mM (pH7.0) como tampéo de eluicdo. A eluicdo das
proteinas esta indicada por uma seta.

A analise por Western blotting confirmou que a VP1 poderia ser reconhecida e
detectada, de amostras purificadas, utilizando anticorpo policlonal especifico contra
NoV GIll.4 (Fig. 10B). Todas as amostras coletadas possuiam tripla banda proteica com
peso molecular aproximado de 58, 65 e 68 kDa e foi revelado consistir na proteina VP1
de NoV. Como demonstrado na Fig. 10, a proteina foi eficientemente purificada. A
melhor pureza e quantidade foi obtida na fragdo 10 (50 mM Na,HPO,. 100 mM NaCl)
(Fig. 9 e 10A).
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Figura 10: Amostras coletadas durante a purificacdo e analisadas por SDS-PAGE e Western Blotting. Em
(A): SDS-PAGE corado com nitrato de prata e em (B): Western Blotting realizado utilizando anticorpo
policlonal contra a VP1 de NoV Gll.4. Na linha 1 PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (
Fermentas), linha 2-6 corresponde a fracGes de proteinas coletadas dos picos 9, 10, 14, 15 e 19
respectivamente da cromatografia de troca idnica.

5.1.1 Visualizacdo por Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A confirmagdo da formagdo de VLP foi realizada na fracdo 10 e foram
visualizadas por microscopia eletronica de transmissdo (Fig. 11). As VLP possuiam
tamanho aproximado de 40nm. Esta analise revelou que as caracteristicas estruturais das
amostras purificadas bem como a integridade morfoldgica ndo foram afetadas pela

purificacdo.
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Figura 11: Micrografia eletronica de transmissdo da VLP de NoV apds o processo de purificacdo por
cromatografia de troca idnica. Barra = 100nm.

5.2 Producéo de Anticorpo monoclonal a partir da VLP NoV Gl1.4

5.2.1 Imunizacdo dos Camundongos

A partir da quantificacdo da VLP foi realizado o esquema de imunizacdo via
intraperitoneal, o que resultou em excelente resposta humoral. A tabela 7 mostra os
resultados do teste imunoenzimatico do antisoro diluido 1:500 o qual reagiu com 1
pg/mL de antigeno (VLP) purificado, o cut off dessa reacdo foi de D.O = 0,829. Desta
forma estes anticorpos policlonais contra NoV GlI.4 foram utilizados como controle

positivo para a selecdo de anticorpos monoclonais.

Tabela 7: Testes imunoenziméaticos (ELISA) de soro de
camundongos imunizado utilizando 1 pg/mL de VLP purificada, apds
30 dias a primeira imunizagéo.

Dilui¢do do Soro D.O 402nm
1/50 1.927
1/100 2.038

1/500 2.063
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5.2.2 Selecdo dos Hibridomas

Foram realizadas observacGes periddicas do crescimento celular dos hibridomas
em quatro placas de 24 pocos e apds 10 dias de fusdo observou-se o crescimento das
primeiras colonias hibridas (Fig. 12). De 96, somente em 37 pogos houve crescimento
celular apresentando portanto um rendimento de 26%.

A nomenclatura empregada para os clones “mae” € representada de forma que o
primeiro nimero corresponde ao nimero da placa de origem, as letras representam as
linhas e o Gltimo nimero da coluna da placa determinada.

O sobrenadante dos hibridomas foram testados para confirmar a secrecdo de

anticorpos especificos contra NoV Gll1.4 (Tabela 8).

Figura 12: Formac&o de colbnias hibridas ap6s 10 dias de fusdo. (A): Nao houve a formacéao de colbnia,

Magnificacdo de 10 X. (B): Inicio da formacdo de col6nia, Magnificagdo de 40 X.
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Tabela 8: Absorbéncia do ELISA dos hibridomas secretores de anticorpos

especificos para NoV Gll.4.

Clone “Mae” D.O 402nm
1A2* 0,194
1B2* 0,402

1B6 0,194
1C4* 0,340
2A2 0,333
2B1* 0,727
2B2 0,286
2B3* 0,382
2C3 0,171
2C5 0,199
2D3 0,216

*Em azul estd demonstrado os hibridomas selecionados quanto ao crescimento e producéao de

anticorpos especificos contra NoV GlIl.4. Cut off=0,17.

5.2.3 Clonagem dos hibridomas

A clonagem dos hibridomas selecionados resultou na formagéo de 23 clones. Os
quais possuiam caracteristica de um agregado celular assim como demonstrado na Fig.
13B, o que ndo é verificado quando ocorre auséncia de coldnia (Fig. 13A).

A segunda clonagem do hibridoma 2B1 resultou em novos clones secretores de
anticorpos especificos (2B1C7, 2B1D3, 2B1E11) (Tabela 9).
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Figura 13: Clonagem dos hibridomas.(A): Demonstrando auséncia de clone. (B): Formagédo
de um clone.

Tabela 9: Densidade optica por ELISA dos clones resultantes da
reclonagem de 2B1

Clone “Mae” D.O 402nm
2B1D7 0,609
2B1F7 0,562
2B1G3 0,703
2B1G7 0,652

2B1D3* 0,402
2B1C7* 0,360
2B1E11* 0,493

*Em azul clones obtidos na segunda clonagem. Cut off=0,15.

5.2.4 Monitoramento dos Clones

A estabilidade dos clones selecionados foi monitorada durante seis meses por
meio da coleta periddica dos sobrenadantes (meio). Os clones selecionados mostraram
boa estabilidade quanto a producdo de anticorpos especificos durante seis meses como
demonstrado por ELISA (Tabela 10).



Tabelal0: Monitoramento da estabilidade através da densidade Optica durante seis meses.
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Clone Maio** Junho*? Julho™® Agosto™* Setembro®*®  Outubro™®
DO DO DO DO DO
2B1 0,590 0,374 0,720 0,370 0,390 0,310
2B1E11 - e e 0,490 0,370 0,350
2B1C7 - e e 0,360 0,380 0,410
2B1D7 0,609 0,299 0,870 0,510 0,420 0,350
2B1G3 0,703 0,388 0,910 0,500 0,370 0,340

x1: Cut off = 0,174, «2 = Cut off 0,120, =3: Cut off =0,270; =4: Cut off= 0,17, «5: Cut off =0,16, +6: Cut

off=0,21.

5.2.5 ELISA dos MADb selecionados com a VLP

A reatividade dos MAb 2B1, 2BID7 e 2B1G3 testada por ELISA demonstrou

melhor reatividade com a VLP do lote mais antigo do que com o lote mais recente na

diluicdo de 1/1000 como demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11: Comparacéo da reatividade dos MAb entre VLP de lote antigo e mais recente.

Clone VLP ( Lote recente) VLP ( Lote antigo)
D.O. D.O.
2B1(1/500) 0.090 0,161
2B1 (1/1000) 0,071 0.135
2B1D7 (1/500) 0,101 0,356
2B1D7( 1/1000) 0,146 0,322
2B1G3 (1/500) 0,119 0,378
2B1G3 (1/1000) 0,149 0,565

Cut off: 0,19
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5.3. Clonagem dos dominios da VP1

5.3.1 Amplificacdo dos genes dos dominios da VVP1 por PCR

Os dominios foram amplificados separadamente a partir da VP1 do NoV Gll.4
com os primers (descritos na etapa 4.3.1). Os fragmentos de cDNA foram obtidos com
0 tamanho esperado para cada regido. A amplificacdo do dominio S resultou em um
fragmento de 570 pb, do subdominio P2 de 431 pb. O dominio P1-1 e P1-2 foram
amplificados separadamente e resultou em fragmentos de tamanho de 175 e 335 pb

respectivamente, como exemplificado abaixo na Fig. 14.

For- Rev-Xho I For- BamHI Rev Xhol
A BanHlmp  4qmc= = -
P1-2
S (570pb) - P2 (a31pb) (335ph) ]
- - = -
For- BamHI Rev Xhol For- BamHI Rev Xhol

750
500

250

Figura 14: Amplificagdo dos dominios S, P1 e P2. (A): Representacdo esquematica dos dominios
flanqueados pelos primers For-BamHI e Rev-Xhol (setas em preto). (B): Gel de agarose 2%: pogo 1:
Marcador Gene Ruler (Fermentas). Po¢o 2: Dominio S. Po¢o 3: Subdominio P2. Pogo 4: Dominio P1-1.
Poco 5: Dominio P1-2.

Apos a purificagdo, os fragmentos de PCR P1-1 e P1-2 foram fusionados por
overlap extension PCR. As sequéncias de sobreposi¢éo introduzidas na extremidade de
P1-1 permite 0o pareamento com a sequéncia complementar contida em P1-2, que é
produto da primeira reacdo da fusdo (Fig. 15B). Isto resultou no aparecimento de um
unico fragmento de 510 pb, confirmado por eletroforese em gel de agarose 1% (Fig.
15D).
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PO S =)

P1-1 Forward P1-2 Forward
5 1ataaGGATCCICCACCCACAGTTGAGTCAAG 3 5" ACTACCGCACGAGAATCCGCGGGGACGACATCG 3'
—
—
P1-2
N O
—

P1-1 Reverse

P1-2 Reverse
3" TGATGGCGTGCTCTT AGGC GCCC CTGCTGTAGC C 5
3’ ATTCTACACA CTTGCCCCCA TG CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA CTCGAG TAATAT 5’

‘ =
[]

P1-1 Forward

—

Figura 15: Representacdo da constru¢do do dominio P1. (A): Localizagdo dos dominios P1-1 e P1-2 na
VP1de NoV Gll.4. (B): Demonstracéo da posi¢éo dos primers ao longo do gene VP1 (C): Primeira etapa
da reagdo de fusdo evidenciando a sobreposicdo entre P1-1 e P1-2 e consequentemente resultando em
Unico fragmento de P1 que serve de molde para a segunda etapa da reacdo que permite amplificar o
produto da fusdo usando os primers P1-1 Forward e P1-2 Reverse. (D): Confirmacdo da fusdo por

eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a fusdo do dominio P1.

5.3.2 Clonagem dos dominios em pENTR 2B e pDEST 17

Os dominios amplificados e purificados foram clonados em pENTR 2B e a sua
correta insercdo foi confirmada primeiramente por digestdo com as enzimas Xhol e
BamHI (Fermentas) (Fig. 16). Apés a confirmagdo por sequenciamento da introdugao
correta dos dominios em pENTR 2B foi conduzida a recombinacdo para o plasmideo
pDEST 17 (Fig.17).

A confirmacdo da recombinacdo esperada dos dominios no vetor foi realizada
através da analise dos perfis por eletroforese apos a linearizagdo com a enzima Xhol e
mostrou um unico fragmento para cada dominio de tamanho: (S): 6,9 kb, (P1): 6,8kb

(P2): 6,7kb. O sucesso das trés clonagens foi confirmado por sequenciamento e
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analisadas no programa STADEN Package. A conservacédo de quadro de leitura também

foi confirmado nas trés construcdes.

pENTR - S PENTR-P2

PENTR-P1
2931 bp

2988 bp 2853 bp

" XhoI-1146

Figura 16: Clonagem dos dominios S,P1 e P2 em pENTR 2B (A): Construcdo do pENTR e dominio S,
(B): Construgdo do pENTR e dominio P1, (C): Construcéo do pENTR e subdominio P2.(D): Eletroforese
dos clones dos dominios S, P1 e P2 em pENTR 2B digerido com as enzimas Xhol e BamHI. Poco
1:Marcador Gene Ruler (Fermentas). Po¢o 2: Subdominio P2 digerido com Xhol/BamHI. Pogo 3:
Plasmideo ndo cortado com o subdominio P2. Poco 4: Dominio S digerido com Xhol/BamHI. Pogo 5:
Plasmideo ndo cortado com o dominio S. Poco 6: Dominio P1 digerido com Xhol/BamHI. Pogo 7:
Plasmideo néo cortado com o dominio P1.
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pDEST/P1
5570 bp

Figura 17: Clonagem dos dominios S, P1 e P2 em pDEST 17 (A): Constru¢do do pDEST 17 e dominio
S, (B): Construgdo do pDEST 17 e dominio P1, (C): Construcdo do pDEST 17 e subdominio P2.
Eletroforese com clones dos dominios S, P1 e P2 em pDEST 17 digerido com a enzima Xhol. (D) Pogo 1:
Marcador Gene Ruler (Fermentas). Po¢o 2: Plasmideo ndo cortado com o dominio S. Po¢o 3: Dominio S
digerido com Xhol. Pogo 4: Plasmideo néo cortado com o dominio P1. Po¢o 5: Dominio P1 digerido com
Xhol. (E): Confirmagdo da clonagem do subdominio P2 em pDEST 17 com a enzima Xhol. Poco 1:
Marcador Gene Ruler (Fermentas). Poco 2: Plasmideo ndo cortado com o subdominio P2. Poco 3:
Subdominio P2 digerido com Xhol.

5.4 Expressao e purificacao de proteina dos dominios da VP1 em Escherichia coli

As construces pDEST- S/P1/P2 foram utilizadas no ensaio de indugdo com o
indutor L-arabinose. O extrato total, produto das células BL-21Al induzidas foi avaliado
apos a expressao dos dominios duas horas pés-inducdo. A analise do SDS-PAGE 12 %
revelou a expressdo de trés fragmentos de aproximadamente 30 kDa compativeis com
os tamanhos das proteinas de S, P1 e P2 respectivamente. A confirmacdo da expressdo
de tais proteinas foi realizada por Western blotting utilizando anticorpo monoclonal
anti-HisTag (Fig. 18).
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25

Figura 18: Analise do perfil da expressdo das proteinas dos dominios em E.coli. (A): SDS-PAGE 12%
corado com comassie blue apds duas horas de indugdo. Poco 1: Page Ruler (Thermo Scientific). Poco 2:
Controle negativo cultura ndo induzida. Poco 3: Proteina S. Poco 4: Proteina P2. Pogo 5: Proteina P1 e
(B): Western Blotting utilizando anti-HisTag. Po¢o 1:Page Ruler (Thermo Scientific). Pogo 2: controle

negativo cultura ndo-induzida. Poco 3: Proteina S. Pogo 4: Proteina P1. Pogo 5: Proteina P2.

A confirmacdo da expressdo das proteinas por Western Blotting demonstrou a
expressdo de proteina basal no tempo zero (vazamento: leaky expression) de inducao
utilizado como controle negativo (Poco 2, Fig. 18 B).

Para determinar a metodologia a ser empregada na purificacdo da proteina
expressa, a solubilidade da proteina foi estudada. As proteinas S, P1 e P2 foram
preparadas como descrito no item 4.3.4 e as fragdes sollvel e insoltvel foram aplicadas
na eletroforese de gel de PAGE e o Western blotting confirmou a insolubilidade das
proteinas S, Ple P2. Desta forma os dominios foram eficientemente purificados por

condicgdo desnaturante.

5.5 Ensaio de reatividade dos MAb com as proteinas dos dominios

Ap0s a purificagdo das proteinas dos dominios por MagneHis (Promega) e dos
MAD selecionados na sec¢do 5.2.5 foi realizado um novo ensaio a fim de verificar o
espectro de reatividade dos MAb com as regides da VP1 de NoV Gll.4. Este ensaio foi
realizado por Western blotting o qual revelou que dentre os MADb produto da
reclonagem e da segunda clonagem, somente o 2B1F7 e 2B1G7 ndo reconheceram
nenhuma das proteinas do dominio (Fig. 19). Os restantes dos MAb reconheceram
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especificamente a proteina da regido S, a qual tem localizacéo na regido mais interna da
particula viral. Interessantemente, 0 MAb 2B1C7 foi o0 Unico que apresentou reatividade
contra VLP como dois sinais positivos juntos (Fig. 19, painel 2B1C7, poco 6 indicado
com seta), demonstrando dessa forma um anticorpo promissor para futuras analises por
ELISA.

2B1D7 2B1C7
1 1 2 3 4 5 6 1 23 4 5 6
A B C
35 35
35 e
25
25 25
2B1G3 2B1D3 2B1E11
L 2 3 4.5 B 1 2 3 4 5 6 I 2 3 A4 5 b
—wm
D E F
b
.
35 o 35
25 35 25
25

Figura 19: Ensaio de reatividade dos MAb com as proteinas dos dominios da VP1 de NoV Gll.4 e VLP.
(A): SDS-PAGE 12 % corado com comassie blue. Po¢o 1: Page Ruler (Thermo Scientific). Poco 2:
Controle negativo. Pogo 3: Proteina expressada do dominio S. Pogo 4: Proteina expressada do dominio
P1. Poco 5: Proteina expressada do subdominio P2. Pogo 6: VLP purificada (B) Western blotting usando
MADb 2B1 D7. (C): Western blotting usando 2B1C7. (D): Western blotting usando 2B1G3. (E): Western
blotting usando 2B1D3. (F): Western blotting usando 2B1E11. Ordem das amostras é a mesma do painel

A para painéis B, C, D, E, e F. A seta do painel 2B1C7 indica a reacgao positiva do MAb contra VLP.

VI. DISCUSSAO

Nesse trabalho apareceram trés bandas especificas de NoV durante a analise de
SDS-PAGE e Western blotting de VLP de NoV purificada por lon Exchange com peso

molecular aproximado de 58, 65 e 68 kDa (Fig. 10). A presenca dessas bandas oriundas



42

de VP1 (capsideo) ndo foi verificada em amostras de fezes contendo o virus nativo (Li
et al., 2009). Dois fatores podem ter afetado a integridade da proteina capsidial: o tipo
da linhagem celular de inseto e o pH do meio que a VLP esté inerte. Estes fatores
influenciaram a clivagem artificial do capsideo VP1, gerando proteinas truncadas na
analise por eletroforese (HANSMAN et al., 2012).

De acordo com os resultados alcangados por SOMEY A e colaboradores (2011) a
andlise por espectrometria de massa revelou que o capsideo truncado foi gerado por
eliminacdo de trés residuos consecutivos de metionina na posicdo N-terminal pos-
traducionalmente em células de inseto (SOMEYA et al., 2011). Além disso, foi
demonstrada que na posicao 45 e 44 (N-terminal) possuia os residuos treonina e alanina
respectivamente, indicando dessa forma uma ligagdo peptidica susceptivel a clivagem
proteolitica em células de inseto (SOMEYA et al., 2011). Estes resultados sugerem que
a presenca da tripla banda proteica do capsideo no Western blotting possivelmente é
produto da prote6lise da proteina capsidial em diferentes sitios em células de inseto.

Neste estudo também foi realizada imunizagdo com a VP1 de NoV Gll.4
expresso em baculovirus para produzir um hibridoma secretor de MAb que reconhecia
epitopos da VP1. Os MAb foram selecionados com base na reatividade obtida no
ELISA indireto utilizando as VLP e no Western blotting contra os dominios S, P1 e P2
expressos em E. coli. Entretanto, os valores da densidade éptica obtida no ELISA
indireto alcancaram valores muito distantes quando comparados com o controle
positivo. Uma possivel explicacdo para os resultados observados no ELISA é que o
processo de selecdo dos MAb foi realizado com VLP que estava desnaturada ou
parcialmente degradada. E diante disso, é importante notar que se os MAb foram
selecionados com as VLP degradadas, a ligacdo poderia ndo ocorrer com as VLP
intactas.

A degradacdo pode ter sido provocada por mudanca do pH do meio em que as
VLP estavam inertes (ocorreu o erro de manipulacgdo, diluindo VLP em tampéo de PBS
pH 7,2 para estocagem na geladeira, em vez de usar pH 5,5, antes de selecionar
monoclonais). Esta hipotese esta em concordancia com os resultados obtidos por Ausar
e colaboradores (2006) que demonstraram que as VLP desmontam completamente
quando suspensas em pH igual ou superior a 8,9 (AUSAR et al., 2006). Tais resultados
sdo congruentes com as condicdes de pH (acido) que o virus nativo é encontrado no
trato gastrointestinal. Portanto mudangas nessa faixa de pH sdo toleraveis visto que 0s

NoV foram programados para superar drasticas mudangas nesse espectro. Em
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contrapartida condicdes alcalinas sdo incompativeis com a natureza do virus (AUSAR
et al., 2006).

Durante a caracterizagdo dos MAb por Western blotting realizado com as
proteinas desnaturadas foi demonstrado que todos os MADb selecionados se ligavam ao
epitopo conservado linear (a proteina mostra estrutura mais linear no Western blotting)
localizado no dominio S (regido mais interna da VVP1).

Os virus sdo conformacionalmente maleéveis e se utilizam dessa caracteristica
para proteger seu genoma e assim alcancar seu objetivo de invadir as células do epitélio
gastrointestinal. Essas alteracdes conformacionais naturalmente acontecem in vivo em
resposta a qualquer alteracdo dréstica de pH. Como consequéncia aos estimulos
ambientais pode ocorrer exposi¢cdo dos sitios antigénicos conservados (HANSMAN et
al., 2012). A selecdo de MADb que reconhecem regides conservadas como os dominios:
S e P1, sdo de grande interesse, pois a existéncia de epitopos comuns entre as diferentes
variantes de NoV é um fator muito importante que precisa ser considerado nos
diagnostico sorologico.

Parra e colaboradores (2013) foram um dos que documentaram a reatividade
cruzada de MAb contra um epitopo linear do dominio S do capsideo GII.3. O MADb
TV20 reagiu com VLP de GI, Gll, GIV e GV de NoV, demonstrando possivel
ferramenta para o diagndstico e estudo de norovirose. Recentemente também foi
desenvolvido o MAb contra 0 NoV genogrupo bovino (GllI), o qual reconhecia
residuos localizados no dominio S. No entanto, este apenas reagiu com NoV GII.3, ndo
apresentando nenhuma reatividade cruzada com outros genogrupos (OLIVER et al.,
2006). O MAb N2C3 caracterizado por Li e colaboradores em 2010 também foi
identificado por possuir reatividade cruzada contra as VLP de alguns genétipos de Gl,
Gll, GllI, e GV, entretanto os genoétipos GI.3, GI.9, GI.13, GIIL5, GIl.6 e Gll.14
possuiam mutacdo que inviabilizava a interacdo com MAb N2C3.

Nesse estudo foram caracterizados MAb que possuiam reconhecimento ao
dominio S. Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que MAb podem
potencialmente ser utilizados para o desenvolvimento futuro de ferramentas para uso no
diagndstico. Os resultados preliminares alcancados nessa dissertagdo indicam que
devido a uma possivel degradacéo das VLP, foram selecionados MAb que reconheciam
epitopos lineares do dominio S, os quais ndo possuiam uma boa reatividade, o que
indica que a preservagdo da particula pode ser um fator que implica na selegdo de bons
MADb.
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VII. CONCLUSAO

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi possivel selecionar cinco MAb
que reconheciam epitopos lineares no dominio S. Porém dentre estes, 0 MAb 2B1C7 foi
0 Unico que apresentou reatividade contra VLP (Fig. 19, painel 2B1C7, poco 6),
demonstrando dessa forma um anticorpo promissor para futuras anélises por ELISA.

Os MADb: 2B1, 2B1D7 e 2B1G3 ndo apresentaram boa reatividade quando
avaliados por ELISA (Tabela 5.2.5). Estes resultados sugerem uma possivel correlacédo
com a instabilidade das VLP. Uma provavel degradacdo da VLP pode ter contribuido
para selecdo destes anticorpos de baixa reatividade. Possivelmente os MAD
reconheceram a particula degradada e quando foram submetidos a analise com VLP
intactas por ensaio imunologico a reatividade foi afetada.

Os resultados preliminares alcancados nessa dissertacdo indicam que a
preservacdo da integridade da particula pode resultar em um fator determinante para a

selecdo de MAD de baixa sensibilidade para o diagndstico soroldgico.

VIll. PERPECTIVAS DO TRABALHO

Uma provavel estratégia para 0s proximos ensaios consiste em utilizar durante a
selecdo dos MAb VLP recombinantes recém preparadas. Com isso espera-se
inicialmente avaliar a reatividade destes anticorpos contra a VLP. O préximo passo sera
analisar o espectro de reatividade dos MAb contra genétipos dos NoV Gll.4 em
amostras de fezes para verificar a utilidade destes anticorpos no diagnostico
imunoldgico. Recentemente trés versdes tém sido desenhadas para detectar genogrupo |
e Il simultaneamente: o0 RIDASCREEN®, o0 IDEA™ e 0 SRSV (I1)-AD. E todos 0s trés
kits incluem pools de anticorpos monoclonais e policlonais de reatividade cruzada.
Devido ao modesto desempenho desses kits comerciais, principalmente a sua baixa
sensibilidade, eles ndo sdo recomendados para deteccdo de NoV em amostras clinicas.
Para eliminar essa deficiéncia sera realizado na proxima etapa desse trabalho o estudo
de epitopos imunogénicos, o qual representa um passo essencial para o0
desenvolvimento de ferramentas que confirmem a reatividade cruzada entre diferentes
genogrupos para adeteccdo de norovirus com elevado grau de sensibilidade e

especificidade.
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