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Revista: mAbs (Landes Bioscience):

Titulo: Produgdo de anticorpos inibidores da replicacao viral

Abreviaturas:

ADE, aumento dependente de anticorpo; ATCC, American Type Culture
Collection; bp, pares de bases; KDa, quilodalton, BSA, Albumina do Soro Bovino;
C, capsideo; DENV, virus da dengue; DF, Febre da dengue; DHF, Febre da
Dengue Hemorragica; DSS, Sindrome do Choque da Dengue; E, Envelope;
ELISA, Ensaio imuno-enzimatico; SFB, Soro Fetal Bovino; HRP, marcacdo de
com peroxidase; scFv, fragmento varidvel da cadeia simples; Ig, Imunoglobulina;
IPTG, isopropyl-B -D1-thiogalactopyranoside; LB, Luria-Bertani; M, Membrana;
MEM, Meio essencial minimo; NEAA, aminoacidos nao essenciais; NS1, proteina
nao estrutural 1; OD, densidade optica; PBS, Tampéao fosfato salino ; PBST, PBS
com 0.05% (viv) 7ween-20; PCR, Reagao da cadeia de polimerase; qPCR, PCR
quantitativa, PEG, polyethyleneglycol; TMB, 3, 3', 5, 5, -tetramethylbenzidine;
TPB, tryptose phosphate broth; VH , cadeia pesada da regido variavel; VL , cadeia
leve da regido variavel, TA-Temperatura ambiente, FITC - fluorescein
isothiocyanate, TRITC- Tetramethylrhodamine, RE-reticulo endoplasmatico.

Resumo:

Dengue é uma doencga arboviral de grande importancia para a saude publica. O
seu principal vetor de transmissdo € o mosquito Aedes aegypti, que se
desenvolve em areas tropicais e subtropicais. Apesar de ndo parecer agressiva, a
dengue pode originar o aparecimento de hemorragia, evoluindo para um quadro
de febre hemorragica ou sindrome do choque hemorragica. Os principais
sintomas da doenga hemorragica € o aparecimento de sangramentos e queda de
pressao arterial que pode levar a morte quando mal tratada. Devido a sua
gravidade, a melhor maneira de se evitar a infeccdo é tomando atitudes

preventivas e impedindo a reprodugdao do mosquito. A fim de se combater a
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disseminacdo da doenca, muitas vacinas tém sido desenvolvidas nas ultimas
décadas baseada em virus inativados, virus atenuados quiméricos, proteinas
recombinantes e vacinas de DNA, contudo, ainda ndo ha uma terapia antiviral
eficiente para combater o virus da dengue. Assim, neste trabalho, selecionaram-
se fragmentos de anticorpos por Phage Display capazes de reconhecerem a
proteina do envelope viral e NS1 do virus da dengue. A regido codificante o
anticorpo advindo do pComb3X foi subclonado em um vetor de expressao em
células de mamifero. Os clones celulares transfectados mostram-se capazes de
diminuir em mais de 90% o titulo de replicacdo do virus da dengue sorotipo 1
ap6s 1 e 3 dias de infecgdo., e pelo menos 78% do titulo do virus no sorotipo 2

apos um dia de infecgao.

Palavras chaves: Dengue, NS1, scFv, Phage Display, inibicdo da replicagéo,

terapia antiviral.

Introducao

Dengue é uma doenga arboviral infecciosa de rapida dispersao através da
picada do mosquito Aedes. sp, sendo considerada um problema de saude publica
pela comunidade internacional’. Existem 4 sorotipos do virus da dengue
atualmente descritos, entretanto, recentemente foi descoberto um novo sorotipo
viral circulante em macacos na Asia, que foi denominado de dengue sorotipo 52.
Clinicamente a dengue é dividida em 3 subtipos: Dengue classica (Febre da
Dengue-DF), a qual é caracterizada por uma forma mais leve da doenca,
semelhante a uma gripe; a Dengue Hemorragica (DHF), caracterizada por uma

gravidade maior da doencga apresentando alteragdes na coagulagédo sanguinea da
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pessoa infectada; e a Sindrome do Choque da Dengue (DSS), a qual é evolui a
partir da DHF e apresenta a manifestagdo mais grave da dengue, caracterizando-
se por uma grande queda ou auséncia de pressao arterial® .

Dentre os fatores que predispéem o desenvolvimento da DHF ou DSS esta o
aumento da replicacao viral causada pela infecgao por outro sorotipo do virus da
dengue. Durante a infecgdo secundaria, os anticorpos nao-neutralizantes gerados
pela infecgdo primaria auxiliam na internalizacdo do virus, desenvolvendo a
imuno-amplificacdo viral dependente de anticorpo (ADE)°.

Apbs a infecgao, a fita de RNA positiva do virus da dengue codifica 3 proteinas
estruturais (C, E, prM) e 7 nao estruturais (NS1; NS2A; NS2B; NS3; NS4A; NS4B
e NS5), as quais sdo importantes para infeccdo, montagem, replicagao e tradugao
viral®. Entre as proteinas expressas, a glicoproteina E é constituida por trés
dominios: DI, DII, DIIl. Ela representa a maior proteina que contém determinantes
antigénicos expostos na superficie do virus, essencial para a interagao e entrada
do virus na célula”®. O EDIII é um peptideo continuo estendido do DI que possui
conformagdo semelhante ao dominio imunoglobulinico (Ig), sendo considerada
uma regido importante para a interagdo com os receptores. Enquanto que os EDI
e EDII sdo sequéncias descontinuas e conectadas por quatro peptideos linkers
que formam o anel EDI/EDII® '°.

A proteina NS1 é uma proteina conservada e glicosilada de 48KDa que possui
seis pontes dissulfeto intramoleculares. Ela é sintetizada como um monémero e
sofre modificagdes pods traducionais, como a adicdo de residuos de manose no
lumen do reticulo, para o processo de dimerizagdo. Apds o0 processamento, a

molécula de NS1 pode se localizar no interior e na superficie da célula ou ser

secretada no espaco extracelular''. Embora ainda néo se saiba especificamente a
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sua funcdo, a forma homodimérica da NS1, presente no interior da célula, é
encontrada associada ao complexo de replicacdo viral no interior de vesiculas
lipidicas na regido perinuclear'?.

Diversas aplicagdes biotecnolégicas tém sido desenvolvidas para combater a
replicagdo do virus da dengue, contudo, ndo ha nenhuma medida terapéutica
eficaz contra a infeccdo viral, o que reforga a necessidade de estudos aplicados
para desenvolvimento de terapias antivirais'>. As aplicacdes terapéuticas mais
desenvolvidas para combate da doenga, atualmente, estdo sdao as vacinas de
segunda geragao. A vacinagao com proteinas recombinantes ou virus atenuados
quiméricos tém mostrado um efeito protetor para alguns virus como o da febre
amarela (YFV)™, virus do Nilo Ocidental (WNV)'" "6, virus da encefalite japonesa
(JEV)'", assim como para o virus da dengue'®?°. Além disso, a producdo de
vacinas de DNA que codificam proteinas virais também tém sido desenvolvido,
uma vez que podem induzir a resposta humoral e celular de longa durac&o?".

A fim de desenvolver uma nova estratégia antiviral mais eficiente, neste
trabalho, foram produzidos anticorpos recombinantes expressos em célula Vero
capazes de inibir a replicacao viral através do bloqueio da molécula de NS1 e da

proteina E.

Resultados

Selegao de anticorpos recombinantes contra a proteina do envelope do
virus da dengue e contra a proteina NS1 por Phage Display

Apbs o terceiro ciclo de selegao do biopanning de scFv, o pool de fagomideos
foi extraido e utilizados para transformagao de bactérias Top10F com intuito de

produzir fragmentos de anticorpos soluveis. Os clones de scFv ligantes ao virus
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(Fig. 1A) e NS1 (Fig. 1B), foram selecionados randomicamente e identificados

pelo teste ELISA.
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Figura 1 — Resultado de ELISA obitidos através de selegdo de anticorpos recombinantes
por Phage Display. As letras alfabéticas respresentam a reatividade dos clones de bactérias que
expressam anticorpos recombinantes contra a proteina do envelope viral (A) e contra NS1 (B). Os
pocos foram sensibilizados tanto com a cultura infectada pelo virus da dengue, quanto para a
cultura ndo infectada e a interagdo do scFv solivel expresso pela TOP10F foi detectada com
anticorpo anti-HA marcado com peroxidase. O simbolo * representa os clones que apresentaram
diferenca significativa (p<0.001) no Multiplo teste t ndo pareado, com o pés teste Holm- Sidak.
Estatistica realizado pelo programa GraphPad Prism 6.0. A barra superior mostra a media e desvio
padrdo da OD492nm de triplicata de amostra independente.
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Dos 39 clones expressos em TOP10F selecionados contra o envelope da
particula viral que expressaram o tag-HA, somente 18 clones apresentaram
reatividade significativa (p<0.001) contra as proteinas virais presente na cultura
infectada com o virus da dengue (Fig. 1A). Ja para a sele¢ao contra a molécula
de NS1, dos 23 clones, 11 apresentaram reatividade significativa (p<0.001) (Fig.

1B).

Subclonagem dos clones de scFv selecionados em vetor de expresséao
(pcDNA3) em células de mamifero

Os clones que apresentaram a maior reatividade e razéo, entre as ODs de
cultura infectada com virus/cultura nao infectada (Figura 1), foram escolhidos para
serem expressos em célula Vero. Os clones scFv-D10y, scFv-G7y, scFv-E3y
selecionados contra a particula viral, e os clones scFv-F3ys1 € scFv-Elysq
selecionados contra a molécula NS1 do virus Dengue 1, foram sequenciados e

subclonados no vetor pcDNAS3 para transfectar as células Vero (Fig. 2).

57



Phage library displaying
scFv antibody

DNA sequencing
of selected phage

Binding of phage to target
3 ROUNDS

Amplification of selected phage for the next round

Washing to remove non -bound

phages
Plasmid
Extraction
and
PCR
_ Elution of specific phage binding to target
pComb 3XSS
Amber Gene III trp
codon fragment 1
-
Nhe I
Sfil Sfil
Xhol EcoRI

Cloning
at vector

Expression
Vector
pCDNA 3
Transfected
cell

Figura 2 - Esquema do Biopannig, subclonagem e transfecgcdo do vetor pCDNA 3 para a
expressao de scFv soluvel em células Vero.
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A figura 2 representa o esquema da selecdo de fragmentos de anticorpos
recombinantes e subclonagem da molécula de scFv no vetor de expressao
pCDNA 3. Neste vetor foi inserido um peptideo sinal derivado da sequéncia lider
derivado da cadeia pesada da molécula de IgG in frame com a sequéncia
codificante de scFv com intuito de direcionar a tradugéo para o interior do reticulo

endoplasmatico da célula.

Analise da expressao de scFv soluvel dos clones celulares

Apoés a transfecgdo estavel e selegdo com geneticina, somente os clones
celulares, contendo os insertos que codificam os anticorpos recombinantes F3ys1
e E3y, selecionados contra a proteina NS1 (scFv-F3ys1) e contra a proteina do
envelope(scFv-E3y), respectivamente, foram obtidos. Para os insertos de scFv-
F3ns1 sobreviveram 4 clones celulares nomeados como Alns1, A2ns1, ATNnst,
B3Nnst1 € enquanto que para o scFv-E3y, isolou-se somente um clone celular
denominado A4y,

A producgao de anticorpo pelas células foi analisada por ELISA e SDS-PAGE.
Pelo teste de ELISA verificou-se uma reatividade significativa (teste de Turkey,
p<0.001) dos sobrenadantes da cultura celular transfectada para a produgao de
anticorpos soluveis quando comparado ao sobrenadante da cultura controle
(células nao transfectadas) (Fig. 3A). A reatividade com as células transfectadas
mostra que as células foram capazes de produzir moléculas de scFv soluveis,
sendo que os clones A1Nnst € A4y apresentaram maiores reatividades. A
expressao da proteina scFv pela células pode ser confirmada por SDS-PAGE. Ao
submeter o sobrenadante da cultura celular transfectada a eletroforese pode

verificar pelo gel corado a presenga de uma banda de aproximadamente de 25
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KDa quando comparada a auséncia da banda na cultura controle, sugerindo,

assim, que as células selecionadas estao produzindo a moléculas de anticorpos.
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Figura 3- Ensaio de ELISA e SDS PAGE para a detecgdo da expressado de scFv em cultura
de célula. (A) — Grafico de reatividade do scFv em cultura. O imunoensaio foi feita por meio da
sensibilizagdo, em triplicata, de uma placa de microtitulagdo carregada com o sobrenadante da
cultura transfectada com e célula controle. Os simbolos * indicam a reatividade significativa
(P<0.05) da expressdo do anticorpo recombinante quando comparada com a célula controle. A
quantidade * refere-se o nivel de significancia de cada clone. A estatistica realizada foi Anova one-
way com Turkey como pés teste. (B) — Gel SDS-PAGE para analisar a expressdo do scFv
presente no sobrenadante das culturas selecionadas e célula controle. A figura mostra a presenca
de uma banda de proteina diferencialmente expressa de 25KDa presente nas culturas
selecionadas e ausente na célula controle. Os ndmeros representam: 1- clone Alysi, 2- A2ys1, 3-
A1Nns1, 4- B3Nns1, 5-A4dy, 6- Controle Positivo (clone previamente testado para a verificagdo de
expressédo do anticorpo) e 7- Controle Negativo.

Reatividade do scFv produzido na cultura de célula contra o virus ou NS1

Foi verificada através do ensaio imuno-enzimatico a ligagdo dos scFv soliveis
produzidos pela cultura de células Vero contra as proteinas virais (NS1 e E). Os
scFvs (A1ns1, A2ns1, A1TNnsti, B3Nnsi, A4dy) produzidos pela cultura celular
conseguiram diferenciar significativamente (p<0.05) a cultura infectada da néo
infectada de forma semelhante aos anticorpos comerciais, anti- proteina E, anti-

proteina NS1 e anti- proteina prM, utilizados como controles positivos (Fig. 4).

60



Il S.C.|Denv1
S.C.NI Denv 1

D.O 492nm
o - N
—
—
—
H
s
A
|
|
|
=
H

N\ N\ N N Lo
s & & ?"\& v@\@ \e\f*‘ n}m\% v
¢ W R v Q
& & P
& & &
> > Significant? P value
anti-E protein * 0.000140005
anti-prM protein | * 0.000293846
anti-NS1 protein | * 1.571970e-005
Alys * 5.025216e-005
A2\s1 * 1.403290e-005
A1Nys1 * 4.161742e-006
B3Nyg1 * 8.472408e-006
Ad,, * 0.00270498

Figura 4- Avaliacdo da reatividade dos scFvs contra as proteinas virais pelo ensaio de
ELISA. O grafico representa a média da triplicata da densidade optica da cultura infectada (C.I
DENV) e da néo infectada (C.NI DENV). O imunoensaio foi feita por meio da sensibilizacdo de
uma placa de microtitulagdo carregada com o sobrenadante da cultura infectada (S.C.I DENV1) e
com sobrenadante da cultura ndo infectada (S.C.NI DENV1). Os anticorpos comerciais anti-E, anti-
prM, e anti-NS1 foram utilizados como controle positivo da reagdo. Os clones de scFvs foram
testados em triplicada e a barra superior representa a média e o desvio padréo. Os dados de cada
OD, tanto da cultura infectada como da n&o infectada, foram normalizados dividindo-os pela média
da cultura ndo infectada. A tabela representa a significancia tanto dos controles positivos e como
dos clones testados. A analise estatistica foi multiplo teste-t com pds teste com o pés teste Holm-
Sidak.

Analises In silico
Com intuito de verificar a formagdo do complexo anticorpo-antigeno, foi feita
uma predicdo estrutural da molécula de anticorpo através do programa online

RaptorX e posteriormente um docking entre clone scFv-E3y e scFv-F3nst € as
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proteinas do Envelope viral e NS1, respectivamente, com o programa
Pathdocking.

Para o modelamento dos fragmentos de anticorpos, ambos os clones
apresentaram valores de p altamente significativos de 1.38e-15 para o clone
scFv-E3y e 2.08e-18 para o clone scFv-F3yst, mostrando a eficiéncia da
modelagem do anticorpo.

O docking entre o anticorpo modelados e o antigeno foi feito utilizando os PBD
disponiveis no banco de dados de proteinas. Para a proteina do envelope E
utilizou-se o PDB 3G7T e para o NS1, 40IG. O critério de escolha dos modelos
de interagédo gerados foi com base na melhor estrutura biologicamente favoravel,
apresentando maior liberagao de energia global livre.

A figura 5 representa a predicdo estrutural bem como a interagdo entre os
fragmentos de anticorpos e os alvos virais. As estruturas dos clones scFv-E3y e
scFv-F3ns1 s@o representas pela figura 5A e 5D respectivamente, sendo que os
tags HA e HIS estéo representadas pela cor marrom. As proteina virais (E e NS1)
sdo demonstrada pelas figuras 5B e 5E. A proteina do envelope viral (5B)
apresentam as cores amarela da proteina E, corresponde o dominio DIl, e as

cores vermelha e azul, evidenciando os dominios DI e Dlll, respectivamente.
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Figura 5- Docking entre os fragmentos de anticorpos e o alvo viral. A — predicéo in silico da
estrutura do clone scFv-E3. B- Proteina E do virus da dengue. A cor amarela corresponde o
dominio DII, azul, DIll e vermelha, DI . C-interagcdo entre scFv-E3y e Proteina E. D - predigéo in
silico da estrutura do clone scFv-F3NS1. E — proteina NS1, F- interagédo entre scFv-F3ys1 € NS1.

A tabela 1, bem como, a figura 6 apresentam os aminoacidos da proteina E e
NS1 que as analises In Silico indicaram interagir com os scFv (Fig. 5C e Fig. 5F).
A interacao entre clone scFv-E3y e a proteina E esta representada pela cor verde
(Fig. 5C). A analise mostrou que a interacdo do fragmento de anticorpo E3y com o
dominio DIII envolve 11 aminoacidos, sendo 5 interacdes fortes do tipo ponte de
hidrogénio (ilustrado na figura 6A e os aminoacido foram destacado em negrito e
italico na tabela 1). Ja a andlise do clone scFv-F3ns1 mostra uma interagédo com
um total de 17 aminoacidos presente na molécula de NS1 representada pela cor
vermelha (Fig. 5F), sendo 5 do tipo ponte de hidrogénio (ilustrado na figura 6B e

os aminoacido foram destacado em negrito e italico na tabela 1).
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Tabela 1- Aminoacidos presentes nos alvos virais envolvidos provavelmente na intera¢do com os
clones de scFv.

DENGUE 1 Dominio proteina E (3G7T PDB) Dominio DIl

CLONE E3 306-F, 308-L, 311-E, 312-V, 313-A, 314-E, 387-L, 388-K, 390-S, 392-F,
393-K.

DENGUE 1 Proteina NS1 (401G PDB)
12-V, 15-H, 206-E, 209-210- ET, 221-224-KTCl, 226-K, 232- W, 238-

CLONE F3 E, 245- 246-1Y, 247-Y, 253-Q, 351-S

Figura 6 — Representagcdao do docking da regiao de interagcdo entre o anticorpo e as
proteinas virais. (A) - llustracdo da interagdo de hidrogénio entre a estrutura do clone scFv-E3y
com os aminoacidos presente no DIl da proteina E. (B) - llustragdo da interagdo de hidrogénio
entre a estrutura do clone scFv-F3ys; com os aminoacidos presente na proteina NS1. Em
vermelho mostra os possiveis aminoacidos que apresntam uma ligagdo polar forte com os
anticorpos.

Afim de analisar a regides conservadas do dominio EDIII entre os diferentes

sorotipos (1-4), foi feito um alinhamento linear pelo programa clustalW.
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CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment|

ABQ63117DENV1 MCTGYFKOEKEVAEITQHGTVLVQIKYEGTDAPCKIPF STQDEKGVTONGRLITANPIVTD 60
AAZ94620DENV3 MCTNYFLKKEVSE[TQHGTILIXVEYKGEDVPCKIPF STEDGQGKAENGRLITANPVVTK 60
AB021760DENV2 MCTGHFKVVKEIAE[TQHGTIVIRVQYEGDGSPCKIPFEIMDLEKREVLGRLITVNPIVTE 60
AB021762DENV4 MCSGHF irHEHAETQHGTTVVH (YEGAGAPCKVPIEIRDVNKEKVVGRIISSTPFAEN 60
‘i:.“ : ii::ii\liltﬁ T A:N - A‘hh:k:' * : tv:t: .t..
ABQ63117DENV1 KEKPVNIEAEPPFGESYIVIGAGEKfTRLSWFKKGSS IGKMFEATARGARRMAILGDTAW 120
AAZ94620DENV3 KEEPVNIEAEPPFGESNIVIGIGDNALK KGSSIGKMFEATARGARRMAILGDTAW 120
AB021760DENV2 KDSPVNIEAEPPFGDSYIIIGVEPG(LK KGSSIGQMFETTMRGAKRMAILGDTAW 120
AB021762DENV4 TNSVTNIELEPPFGDSYIVIGVGDSALTLHWFRKGSS IGKMFESTYRGAKRMAILGETAW 120
"ii iiiii:i k:kk k': N::Nkkktt:ttt:t ttt:ttttit:‘li
ABQ63117DENV1 DFGSIGGVFTSVGKLVHQIFGTAYGVLFSGVSWTMKIGIGVLLTWLGLNSRSTSLSMTCI 180
AAZ94620DENV3 DFGSVGGVLNSLGKMVHQIFGSAYTALFSGVSHVMKIGIGVLLTWIGLNSKNTSMSFSCI 180
AB021760DENV2 DFGSLGGVFTSIGKALHQVFGAIYGAAFSGVSWTMKILIGVVITWIGMNSRSTSLSVSLV 180
AB021762DENV4 DFGSVGGLFTSLGKAVHQVFGSVYTTMFGGVSWMVRILIGFLVLWIGTNSRNTSMAMTCI 180
FAN K RN s Kk sARsHNs kL K NNk sak KR s: Rsk Rk EEs:.s s
ABQ63117DENV1 AVGLVTLYLGVMVQA==—cccccccaccamcanmcacccccccaccaaaaaa 195
AAZ94620DENV3 AIGIITLYLGAVVQADMGCVINWKGKELKCGSGIFVTNEVETWTEQYKFQAD 232
AB021760DENV2 LVGVVTLYLGVMVQADSGCVS-WKNKELKCGSGIFITDNVETWTEQYKFQP~ 230
AB021762DENV4 AVGGITLFLGFTVQADMGCVVSWNGKELKCGSGIFVIDNVHT == === m e 222

sk ahk gk *hw

Figura 7- Alinhamento linear do dominio EDIIl dos sorotipos 1-4 da dengue. As cores
representam os aminoacidos que com as caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Os
simbolos * e : representam o alinhamento dos mesmo e o grau de semelhanga entre aminoacidos,
respectivamente.

O resultado do alinhamento revela que os aminoacidos F, E, E e L em que o
anticorpo E3y interage com a proteina E do envelope s&do comuns nos 4 sorotipos,
sendo que 3 dessas interagdes sdo ligagdbes de hidrogénio. Os outros
aminoacidos podem ser encontrado em pelo menos em dois sorotipos. A
interacdo do anticorpo com esses aminoacido, possibilita pressupor que o

anticorpos poderia reconhecer mais de um sorotipo.

Co-localizagao do anticorpo F3nst produzido pela célula e a proteina NS1
Para verificar em qual o compartimento que o anticorpo F3ns¢ produzido pela
célula reconhece a molécula de NS1 foi feita uma imuno co-localizagdo. A
marcacgao da proteina NS1 foi feita com o fluoréforo TRITC de coloragao vermelha,
o anticorpo produzido pela célula foi marcado com FITC e o nucleo foi corado com
DAPI. A coloragao vermelha presentes em vesiculas apontada pela setas brancas

representam as regides onde ha acumulo de NS1 viral na célula controle (Figura
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6). As célula Alnst produtora de anticorpo F3nst mostraram vesiculas de
coloracdo amarela mostrando a sobreposicéo entre o scFv corado em verde como

NS1 corado em vermelho.

A-Controlcell B-Clone F3,,

Figura 8- Imuno co-localizagao entre o scFv expressos pelas células Vero e a proteina NS1.
A marcagao da proteina NS1 foi feita pelo anticorpo primario anti-NS1 e a marcagéo da expressao
do scFv foi feita com anti-HIS, ambos produzidos em camundongo. A deteccéo fluorescente da
proteina NS1 foi feita com anti-IgG de camundongo marcada com TRITIC e a detecgdo do scFv foi
feita com anti-IgG de mouse marcado com FITIC. Neste ensaio foram feitas todas as marcagées
para detectar a proteina NS1 e posteriormente as marcagdes para detectar a molécula de scFv
nas células controles e no clones celulares infectadas com 1 dia com virus da dengue 1. A-
controle negativo — células que nao expressam anticorpo. B- clone celular que expressa o
anticorpo F3ys4, marcado com FITC, co-localizado com NS1 marcado com TRITC. C- Aumento de
40X da célula controle. D- Aumento de 40X da célula celular que expressa o anticorpo F3nss,
marcado com FITC, co-localizado com NS1 marcado com TRITC.
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Teste da infectividade viral
Quantifica¢do do titulo viral por tempo real
Para quantificar as novas particulas virais produzidas foi feito um gradiente de

temperatura para a padronizagdo da reagdo de amplificagdo do tempo real bem

como a mensuracgao da sua eficiéncia.

B Dissociation Curve
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Figura 7. - Otimizagdo da PCR quantitativa por Tempo Real. A — Representa a otimizacdo da temperatura
de hibridizacdo do primer para a RT-PRC. B- Curva de dissociagdo pela temperatura do fragmento
amplificado. C- Curva de diluigdo de quantificagdo absoluta do virus da dengue. D- Curva Padréo, com Slope
=-3,319395 e R? =0.997130.

A temperatura escolhida foi de 56 °C (Figura 7A) uma vez que nao foi
observada a presenga de bandas inespecificas. A Figura 7B revela uma
amplificagdo unica do fragmento isolado, uma vez que nao indica a presenga de

outros picos de dissociacdo, além de uma eficiéncia de amplificacdo de 100%,
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com R?=0.997130 (Figura 7D). A figura 7C mostra as curvas de amplificagdo

obtidas na diluicdo seriada, a qual varia de 102 a 10° particulas virais.

Teste da atividade anti-viral.

Para avaliar a inibicdo da replicagdo viral mediada pela producdo dos
fragmentos de anticorpos pelas células Vero, quantificou-se o titulo do virus da
dengue 1 no sobrenadante da cultura celular por gPCR apds a de 24 e 72 horas
de cultivo com o virus, sendo que o titulo de entrada do virus da dengue foi de
4.98E+08 particulas (Figura 8A e 8B). ApOs esses periodos, extraiu-se RNA de
cada sobrenadante da cultura e realizou-se o gPCR.

Pelo teste de inibicdo apds 24 e 72 horas de cultivo, verificou-se que as
células que expressavam os fragmento de anticorpo contra as proteinas virais
continham uma quantidade de RNA significativamente menor (p<0.001) tanto
quando comparado com as células controles como quando comparado com as
células transfectadas com plasmideo contendo scFv irrelevante. A redugao do
titulo viral, em ambos os periodos, foi superior a 90% em todas os clones de
célula conta o virus, sendo que os melhores resultados da agao inibitorias foram
obtidos apo6s 24 horas de cultivo. Contudo, o clone contra a particula viral A4y foi
mais eficiente apds 72 horas, propondo que haja um maior efeito protetor a longo

prazo.
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A 24 and 72 hours of infection
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Figura 8 - qPCR do teste de inibigdo da replicagao viral de 24 e 72 horas. A - teste de um dia.
B- teste de trés dia. Células controles, células que expressam scFv irrelevante e clones celulares
que expressam scFv contra as proteinas virais foram plagueados em ftriplicatas e cultivados em
placas de 24 pocos durante 24 horas. Posteriormente infectou as células com o virus da dengue
por 1hora, e em seguidas as células foram lavadas uma vez com PBS. O cultivo de novas
particulas virais foi feito durante 24 e 72 horas. Extraiu-se RNA do sobrenadante da cultura celular
e a titulagdo das novas particulas virais foi feita por gqPCR. O resultado revela que os clones que
expressam scFv contra as proteinas do virus apresentaram uma menor quantidade de particula
viral quando compardo com a célula controle e a célula que expressa o scFv irrelevante. Teste

estatistico aplicado foi ANOVA one way com poés-teste Bonferroni.

Tabela 2- Porcentagem da inibigao viral apos 24 e 72 horas

L inibicao . inibicao
24 horas Média (%) 72 horas Média (%)
Control 3.33E+05 0.00 control 2.26E+04 0.00
Irr scFv 3.39E+05 -2.00 Irr scFv 2.06E+04 9.10

scFv sol Alyss | 2.67E+03 99.20 scFv sol Alyst | 1.21E+03 94.67
scFv sol A2ys1 | 2.71E+03 99.19 scFv sol A2\s1 | 3.71E+02 98.36
scFv sol A1Nns1 | 5.55E+03 98.33 scFv sol A1Nns1 | 5.28E+02 97.67
scFv sol B3Nnst | 6.38E+03 98.08 scFv sol B3Nnst | 1.25E+03 94 .47

scFv sol A4y 4.59E+03 98.62 scFv sol A4, | 2.48E+02 98.91
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Quantificagdo das proteinas E e prM apdés 24 horas da infecgao

Com intuito de analisar a quantidade de proteinas virais 24 horas apds a
inoculagao com o virus, foi feito a extragao total de proteinas da cultura infectada.
Foi observado uma redugéo significativa de proteina E e prM (Figura 9) de todos
os clones que expressao anticorpos sollveis comparada a células controles e a

células expressando scFyv irrelevante.

Il PTNE
PTN prM
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*
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T
0.1+

0.0' T ] 1
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Figura 9- Quantificacdo por ELISA das proteinas E e prM apés 24 horas de infecgdo. Extraiu-se e
sensibilizou-se placas carregadas com as proteinas totais das células infectadas com o virus da dengue 1.
Cada pogo foram sensibilizados em triplicatas com as proteinas totais das células controles, clone celular
irrelevante e com os clones especificos contra o virus. A presenga das proteinas virais E e prM foram
detectadas com anticorpos comerciais, anti-E e anti-prM. O simbolo * representa os clones que obtiveram
diferenga significativa (p<0.001) no teste Anova-Two way com o pds teste Dunnetts. Estatistica realizado pelo
programa GraphPad Prism 6.0. A barra superior mostra a media e desvio padrdo da OD492nm de triplicata
de amostra independente

Teste de inibicdao para o virus da dengue tipo 2

O teste de inibigao foi feito, também, contra o virus da dengue tipo 2. Os

clones A1nst1 € A4y foram testados apds 24 horas de inoculagéo viral.
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Os resultados indicam que ambos os clones foram capazes de diminuir
significativamente (p< 0.003) o titulo do virus da dengue tipo 2 comparados as

células controles (Fig. 10), com inibicdo de 78,54% para o clone A4y e 90% para o

clone A1nsi.
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Figura 10- gPCR do teste de inibicdo da replicagdo do virus tipo 2 apés 24 horas. Células
controles, células que expressam scFv irrelevante e clones celulares que expressam scFv contra
as proteinas virais foram plaqueados em triplicatas e cultivados em placas de 24 pogos durante 24
horas. Posteriormente infectou as células com o virus da dengue 2 por 1 hora, e em seguidas as
células foram lavadas uma vez com PBS. O cultivo de novas particulas virais foi feito durante 24.
Extraiu-se RNA do sobrenadante da cultura celular e a titulagdo das novas particulas virais foi feita
por gPCR. O resultado revela que os clones que expressam scFv contra as proteinas do virus
apresentaram uma menor quantidade de particula viral quando compardo com a célula controle e
a célula que expressa o scFv irrelevante. Teste estatistico aplicado foi ANOVA one way com pos-
teste Bonferroni.

Discussao

O aumento da prevaléncia da dengue no mundo tem categorizado esta
doenga como a maior patologia arboviral durante as ultimas décadas®. Apesar de
haver muita pesquisa biotecnoldgica sobre a doenga, ainda ndo ha uma vacina ou
terapia efetiva contra o virus da dengue®. Dessa forma, este trabalho produziu

biotecnologicamente uma célula de mamifero capaz de inibir a replicagao viral
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através da expressdo de fragmentos de anticorpos recombinantes especificos
para a proteina do envelope e a proteina nao estrutural NS1 do virus da dengue
do tipo I.

A selecdo dos fragmentos de anticorpos recombinantes foi feita através da
metodologia de Phage Display, sendo que tanto os fragmentos de anticorpos
selecionados contra o virus quanto contra o NS1 foram capazes de reconhecer
significativamente a cultura de célula infectada. Muitos trabalhos tém utilizado a
ferramenta de Phage Display como um estratégia de produzir anticorpos
monoclonais que reconhecem?®, neutralizam?® e inibem a replicacdo?® de diversos
parasitas. Os fragmentos de cadeia simples (scFv) sdo moléculas derivadas de
imunoglobulina, a qual € composta por uma regiao variavel de uma cadeia pesada
e de uma cadeia leve, ligados por um ligante flexivel. ScFvs sdo expressos a
partir de um Unico gene recombinante e retém a especificidade e a afinidade de
ligacao?”

Os clones scFv-F3ys1 e scFv-E3y, que expressaram os fragmentos de
anticorpos e que reconheceram proteinas virais de forma significativa, foram
escolhidos para serem sub-clonados em células de mamifero. Uma sequéncia de
DNA de um peptideo sinal que é traduzido no reticulo endoplasmatico foi inserido
no vetor. A auséncia de uma sequéncia de retencéo, no interior da célula, faz com
gue as moléculas de scFv sejam exportados para o meio extracelular.

Para a sequéncia de fragmento de anticorpo scFv-F3yss foram selecionados 4
clones celulares, enquanto que para o scFv- E3y somente 1 clone celular foi
obtido. A reatividade significativa dos clones que expressaram o scFv e a
presenca de uma banda diferencial de 25 KDa dos clones, quando comparadas

com as células controle, certificam a producédo do anticorpo na forma soluvel. A
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ligacdo dos anticorpos com as proteinas E e NS1 também foi verificada por ELISA.
Os anticorpos soluveis, produzidos pela célula de mamifero, foram capazes de
reconhecer significativamente os antigenos virais semelhantemente aos
anticorpos comerciais como anti-E, anti-prM e anti-NS1.

A determinagdo das possiveis regides de ligagdo entre o alvo viral e o
anticorpos foi analisada in Silico, por meio do docking das moléculas. Docking
molecular € um procedimento de simulacdo computacional capaz de predizer o
complexo multi-molecular de duas estruturas individuais®®. Apesar do docking de
proteina-proteina ser conhecido por gerar problemas de interacdo, pesquisadores
tém mostrado que esses problemas ndo se aplicam para os modelos de
anticorpos, ja que os eles sd0 modelados com alta acuracia e precisdo?®>°. Apos
a predicao, a proteina E foi escolhida para realizar a interagdo com o anticorpo.
Esta proteina exposta a superficie € a que possui maior tamanho dentre todas as
proteinas virais, além de ser crucial para a ligagado do virus da dengue na célula
do hospedeiro. Por ter um papel importante para a montagem, entrada, ela tem
sido considerada o principal alvo de neutralizagdo dos anticorpos anti-flavivirus®
31-33

Por meio do docking molecular entre scFv-E3y e a proteina E verificou-se que
o fragmento do anticorpo interage com o dominio DIl do virus, sendo que
algumas sao consideras ligac¢des fortes do tipo pontes de hidrogénio.

O teste da inibicdo realizado com as células que expressam o scFv-E3y e
infectadas com o virus revelou que o fragmento do anticorpo diminui o titulo viral
do sobrenadante da cultura apds 24 e 72 horas de cultivo. A inibicado viral poderia
ser explicada pelo bloqueio da entrada ou a fusédo do virus a célula pelo anticorpo,

uma vez que que o scFv pode interagir com dominio DIll, o qual é responsavel
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pela interagdo do virus com o receptor ou com a superficie glicosaminoglicano na
superficie da célula®*’, como revelado pela analise in Silico. Além disso, um
possivel bloqueio conformacional, proporcionado pela ligagdo do anticorpo a
proteina E, poderia também promover a diminuigdo da infectividade viral.

A analise in Silico mostrou que o anticorpo scFv-F3ns1 pode interagir com a
molécula de NS1 fortemente com o anticorpo através da ponte de hidrogénio.
Essa interagdo do anticorpo com NS1 poderia também explicar a inibi¢do do titulo
viral apos durante 24 a 72 horas do cultivo com o virus. Embora o papel desta
molécula ndo estrutural ainda ndo tenha sido totalmente elucidada, tem sido
descrita como proteina auxiliadora da replicagdo viral®> *. Além disso, a co-
localizagdo observada do anticorpo scFv-F3ys1 com a proteina NS1 no interior de
vesiculas no citoplasma celular, poderia explicar, também, a diminuigao do titulo
viral, através da ligagcdo do anticorpo com NS1 intracelular no complexo de
replicacdo, a inibindo a funcdo dessa molécula nao estrutural. A diminuicao da
quantidade de proteinas virais também reforga os dados que o anticorpo poderia
inibir as atividades de replicagcdo no interior do complexo de replicagao viral

(Figura 11).
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Figura 11- Modelo de inibicdo da replicagao viral via bloqueio da NS1 através da interagao
scFv-NS1. A figura em azul representa a molécula de NS1 e o X em vermelho representa o scFv.
O nosso modelo sugere que o scFv produzido no interior do reticulo poderia encontrar a molécula
de NS1 também traduzida no RE e inibir a replicagdo do RNA viral no interior do complexo de
replicagao viral, diminuindo a formagao de novas particulas virais

Outros trabalhos também tém mostrado a interferéncia da replicagéo viral pela
producado de anticorpo anti-NS1 contra o virus da dengue ?® *¢. Além disso, o uso
de terapias com anticorpos capazes de neutralizar o virus tem sido amplamente
aplicado contra diversos patégenos®"°.

Os melhores clones que apresentaram uma inibicao eficiente na replicacdo do
virus da dengue tipo também foram testados contra o sorotipo 2. Como observado
para a dengue tipo 1, o resultado também mostrou uma redugdo na replicagao
viral apos 24 horas, principalmente, tanto para o clone contra a proteina E e

contra a NS1. As sequencias de aminoacidos conservadas em que o scFv se

interage com a molécula de proteina E do virus verificada pelo clustalw poderia
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explicar o motivo pelo qual um anticorpo selecionado contra o sorotipo 1
conseguiria inibir o sorotipo 2. Contudo, a maior conservagéo da sequencia da
proteina NS1 entre os subtipos da dengue poderia ser a razédo pelo qual o clone
conseguiu inibir melhor o sorotipo 2 quando comparado com a proteina E, o que
mostra a potencialidade de ambos os anticorpos.

Dessa forma, a producdo de anticorpos inibidores da replicagdo viral tem se
mostrado ser uma boa alternativa terapéutica para o combate da replicagéo viral.
Esta estratégia pode ser aplicada juntamente com a profilaxia que é recomendada
pelo Ministério da Saude, para se obter bons resultados no combate da

disseminagéo da dengue em todo o mundo.

Material e Métodos:

1. Biopannig peptideos ligantes a proteinas NS1 e proteina do envelope
Para a selegdo de anticorpos ligantes as proteinas virais, uma biblioteca de

scFv com peptideos fusionados a proteina plll foi utilizada*?. Todo o biopanning

foi realizado de acordo com o protocolos de Barbas et al, 2001%®

, com algumas
modificagdes.

Pocos de uma placa foram sensibilizados com 1 ug de anticorpos anti-NS1
(Abcam — ab41616) e anti-proteina E (Abcam-ab41349) durante 16h a 4°C.
Posteriormente, a placa foi bloqueada com TBS-BSA 3%. Os pogos foram
incubadas por 1 hora a 37°C com o sobrenadante da cultura de C6/36 infectada
com virus da dengue para a captura da proteina NS1 e da particula viral. Em
seguida os pogos foram lavados 5 vezes com TBS 0.05% de Tween-20 (PBS-T)

para a remogao das proteinas nao ligantes.

A biblioteca amplificada (100 pL/pogo) de scFv foi adicionada aos pogos e
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incubados por 1h a 37°C. ApoOs a este periodo, os pogos foram lavados 10 vezes
com TBS 0.05% de Tween-20 (PBS-T). Os clones foram eluidos com glicina 1M
pH= 2.5 por 10 minutos. Os clones eluidos foram titulados e amplificados em meio
SB como descrito anteriormente para a realizagéo até o terceiro ciclo.

Apds o terceiro ciclos os fagos foram amplificados em bactéria XL1-Blue
overnight sem a adigdo do fago helper, com intuito de aumentar a quantidade do
plasmideo que contem os insertos de scFv. Realizou-se a extragdo do DNA
plasmidial da bactéria infectada com os fagos do segundo ciclo pelo kit de
Miniprep (Qiagen-27106), seguido da eletroporagdo do DNA plasmidial em
bactéria TOP-10 F° eletrocompetentes. As bactérias transformadas foram
plagueadas em meio LB agar contendo acrescido de 2% (v/v) de glicose 2M e

carbenicilina a 50 pg/mL e incubadas a 37°C por 16 horas.

1.1.Producao de scFv na forma soluvel para dos clones do biopanning

Em uma placas do tipo deep well de 96 pocos foi adicionado, a cada pogo, 1
mL de meio SB contendo carbenicilina a 50 pyg/mL e 2% (v/v) de glicose 2M,
seguido pela inoculacido de colénia de bactérias TOP10 transformadas com a
biblioteca de scFv advinda do biopanning. A placa foi selada com filme plastico,
sendo 0 mesmo perfurado para permitir a aeragao, seguido pela incubagao por 14
horas a 37°C e 300 rpm. No dia seguinte, 50 uL de cultura de cada poco contendo
clone de scFv foram transferidos para outra placa contendo, novamente, 1 mL por
pogo de meio SB acrescido de carbenicilina a 50 ug/mL e 2% (v/v) de glicose 2M.
A placa foi selada, perfurada e incubadas por 4 horas a 37°C e 300 rpm. Apods
incubacgéo por 4 horas, a placa foi centrifugada a 3.700 rpm por 10 minutos e o

sobrenadante descartado. Os pellet de bactérias foi entdo ressuspendido em 1
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mL de meio SB contendo 50 ug/mL de carbenicilina (Sigma-C1389) e 2,5mM de
IPTG (Sigma - 16758-5G). A placas foi, novamente, incubada por 18 horas a 30°C
e 300 rpm, e no dia seguinte foi submetida a centrifugacéo a 3.700 rpm durante
15 minutos a 4°C, o pellet foi estocado com glicerol 25% a -20°C e o
sobrenadante contendo as moléculas scFv na forma soluvel foi transferido para
outra placa e armazenado a 4°C por até ser utilizado nos ensaios de ELISA contra

as proteinas virais.

1.2. ELISA para a selegcdo dos clones mais reativos

Para selecionar os fagos mais reativos ligantes das proteinas virais, foi feito
ensaio de imuno-adsorgéo por ligagao enzimatica (ELISA). Uma placa carregada
de 96 pogos (Maxsorp-NUC- 44-2404-21) foi sensibilizada com o sobrenadante de
cultura de C6/36 infectada com o virus da dengue na proporgcédo de 1 uL para
cada 10 yL do tampao de sensibilizagao Bicarbonato carbonato 0.1M pH 9.6. Em
seguida, bloqueou-se a placa com o tampao de PBS-BSA3% por 2 horas a
temperatura ambiente. Lavou-se 3 vezes a placa com PBST 0.05% Tween e
adicionou os sobrenadantes dos fagos, o qual ficou incubando por mais 2 horas a
37°C. Foi feito 3 lavagens com PBST 0.05% de Tween e posteriormente
adicionou-se o anticorpo anti-HA (Roche- 12013819001) marcado com peroxidase
na diluicdo 1:2500 por 1 hora a 37°C. Lavou-se, novamente, a placa 5 vezes com
PBST 0.05% de Tween e em seguida a mesma foi revelada com SigmaFastTM
OPD (Sigma-Aldrich - P9187-50SET). A reacao foi finalizada utilizando-se 20
pML/poco de acido sulfurico 4N. A leitura foi feita em leitor de microplaca

(ThermoPlate) a 492 nm.

2. Anadlise de Sequénciamento e Bioinformatica:
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O sequenciamento das cadeias leve e pesada da biblioteca de anticorpos e
dos clones selecionados apés o biopanning foi realizado utilizando o kit DyEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare-US81070) e o
sequenciador automatico capilar MegaBaceTM 1000 (GE Healthcare). O DNA dos
clones selecionados foram extraidos de bactérias TOP10 utilizando-se o kit
Miniprep (Qiagen-27106), seguindo-se as recomendagodes do fabricante.

As amostras foram preparadas em placas de 96 pogos contendo
aproximadamente 500 ng de DNA plasmidial e 2,5 picomoles do oligonucleotideo
MMB4 (senso) ou 2,5 picomoles do oligonucleotideo MMB5 (reverso) em um
volume final de 10 pL.

As reacgbes foram precipitadas com o kit de seqlienciamento conforme
recomendagdes do fabricante e as placas foram injetadas imediatamente no
sequenciador automatico.

As sequéncias de DNA foram analisadas no programa de IgBlast sequence

http://www.nchbi.nlm.nih.gov/projects/igblast/oldigblast/ o qual gerou as sequéncias

de aminoacidos da cadeia leve VL e de cadeia pesada VH.
Foi feita a predigdo estrutural dos anticorpos selecionados, pelo programa

Raptorx (www. http://raptorx.uchicago.edu/) gerando um arquivo PDB.

O docking entre os scFv e a proteina do envelope do virus foi avaliada pelo

programa Pathdock (www. http://bicinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/). Escolheu-se

as melhores avaliacbes com base melhores menor delta G.

3. Producao de scFv soluvel expresso pelas células Vero.

Para aproducao de scFv soluvel, foram utilizado os seguintes primers e

oligonucleotideos (SEC sequence):
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Sistema de scFv soluvel

Forward (enzima de | 5'- atgtctcgagGGTTTCGCTACCGTGGCCCAG -3'
restricdo Xhol)

Reverso (enzima 5-atga gaattc CTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG CTG
de restrigao EcoRI) | GCC-3°

SEC sequence com fragment de KOZAC

Oligo forward (5°- 5'-
Hindlll e 3"-Xhol) AGCTTcacaATGGGCTGGAGCCTGATCCTCCTGTTCCT
CGTCGCTGTGGCTACAGGTc-3'

Oligo reverso (5'- 5-
Xhol e 3°- Hindlll) | tcgagACCTGTAGCCACAGCGACGAGGAACAGGAGGAT
CAGGCTCCAGCCCATtgtgA-3

Os primers amplificaram as sequéncias de scFv contidas no vetor pComb
3XSS, e as sequéncias amplificadas foram corridas no gel de agarose 1% e
purificadas pelo kit QlAquick Gel Extration (Qiagen- 28706). Em seguida, as
sequéncias foram clonadas no vetor pGem-t easy (Promega —A1360) conforme o
manual do fabricante e transformado na bactéria DH-10B eletrocompetente,
plaqueados em meio LB agar contendo ampicilina (10ug/mL) como antibiético de
selecéo e as colbnias foram crescidas em meio LB contendo o mesmo antibiético
para a amplificacdo dos inserto. Foi feito a extracdo do plasmideo com o kit
Miniprep (Qiagen-27106) e quantificado pelo espectrofotbmetro ND-1000
(Nanodrop). O inserto foi cortado usando as enzimas Xhol (New England -
R0146L) e EcoRI (New England - R0101S) e congelado a -20°C. Realizou-se,
também, o anelamento dos oligonucleotideos no tamp&o de anelamento (10 mM
Tris, pH 7.5-8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA). Neste procedimento, misturou-se
150mM do oligo forward e 150mM do oligo reverse no tampédo em um tubo de
0.6mL no volume final de 100uL e em seguida, aqueceu a solugdo até a

temperatura de 95°C por 5 minutos, e deixou o tubo a chegar a temperatura
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ambiente. Posteriormente, 100pmol da solugao de oligo foi fosforilado utilizando a
enzima T4 kinase (Promega- M1801), conforme a reagdo abaixo, a temperatura
de 37°C por 1 hora.

Para a clonagem utilizou-se o vetor pcDNA3-scFvOE1-SV5-SEL1L (Vecchi,
2012). O vetor foi digerido com Hindlll (New England - R0104T) e EcoRI (New
England - R0101S), para a clonagem do scFv na forma soluvel. Foi feita uma
reacgao de ligagao tripla entre os oligos de peptideo sinal, os insertos de scFv e o
vetor, durante 16 h a 4°C.

O plasmideo foi transformado em bactéria DH10-B eletrocompetente e
plaqueado em meio LB agar contendo ampicilina como antibiético de selegdo. Em
seguida, colonias de bactérias foram crescidas em meio LB liquido contendo
ampicilina (10ug/mL) durante 16 horas e feita a extracdo do plasmideo com o kit
Miniprep da Qiagen (Qiagen-27106) e quantificado pelo espectofotometro ND-

1000 (NanoDrop).

4. Linhagens celulares e transfecgao

As células das linhagens C6/36 (Aedes albopictus) e Vero foram gentilmente
cedidas pelo departamento de Virologia da Universidade Federal de Uberlandia.
As células C6/36 foram cultivadas em meio Leibowitz 15 (L-15) (Gibco- 11415-
056) suplementado com 10% soro fetal bovino (Gibco-10082-139), triptose fosfato
(Invitrogen-T8782), aminoacidos essenciais (Invitrogen- 11130-051), gentamicina
(Invitrogen- 15750-078). As células foram mantidas a 28°C. A linhagem Vero
(ATCC CRL-1651) foi cultivada em meio DMEM (Gibco- 11965-118)
suplementado com 10% soro fetal bovino (Gibco-10082-139), e gentamicina

(Invitrogen- 15750-078). As linhagens foram utilizadas para o cultivos de virus e
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para as clonagens do sistema de degradacgao do virus da dengue.

As células Vero foram plaqueadas com 2 x10° célula por poco em placa de 24
pocos contendo DMEM 10% de SFB durante 16 horas. Para as solug¢des de
transfeccdo, 500ng do plasmideo contendo o o vetor de expressdo do scFv
soluvel foi diluido em 50uL meio DMEM incomplete e posteriormente em outra
solugao contendo 2L de lipofectamina 2000 (Invitrogen- 11668-027) 50uL DMEM
incompleto. Ambas as solugdes foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente. As células plaqueadas foram lavadas 1 vez com PBS 1X e adicionou-
se a solucado de DNA, lipofectamina nos pocos. As células foram incubadas com a
solugao por 16 horas, e em seguida, lavadas com PBS 1X. Acrescentou-se meio
DMEM completo com 0,9ug/ml de geneticina (G-418) (Invitrogen- 10131027) por
poco para a selegao de clones de células transfectadas.

Apods 14 dias os clones de células foram isoladas com papel de filtro Whatman
cortado e ftripsina, e colocados em placas de 96 pocos contendo meio DMEM
completo acrescido de 0,9ug/ml deG-418.

Os clones que expandiram foram tripsinizados e repassados para uma placa
de 24 pocos e, em seguida, iniciou-se os testes para verificar a expressao das
proteinas do sistema de degradagéo.

5. Extragcao de RNA viral e Producao de cDNA viral

As células C6/36 (Aedes albopictus) foram infectadas com os virus da dengue
tipo 1 e tipo 2 seguida pela extracao do RNA viral feito com Trizol seguindo as
instrugdes do fabricante (Invitrogen- 15596-018).

O RNA viral foi submetido a transcri¢ao reversas (RT) (Invitrogen- 28025-021)

nas condi¢cdes recomendadas pelo Fabricante.
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5.1.Construgao da Curva e Clonagem

Os primers para a construgao da curva e quantificagio viral foram desenhados
utilizando os acessos do NCBI n° AAD11533.1 e n° ADW16025.1. Os primers
desenhados foram 5-GAACATTTCGGAAGCTT-3* (forward) e 5 -
CTCGCGCGTTTCAGCATATTGA-3’ (reverse).

Os cDNAs gerados pela RT submetidos a reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) e os fragmentos amplificados foram submetidos a etroforese em gel de
agarose 1%. Para a purificagdo da banda utilizou-se o kit QIAquick Gel Extration
(Qiagen- 28706). Os fragmentos foram clonados no vetor pGEM f-easy (Promega-
A1360). O plasmideo foi inserido na linhagem da bactéria Ecoli DH10-B e
plagueado em meio LB agar contendo ampicilina (10pug/mL) (Invitrogen- 11593-
027 como antibidtico de selecdo. O plasmideo foi purificado utilizando o kit
Miniprep (Qiagen-27106) e quantificado pelo espectofotometro ND-1000
(NanoDrop). Todos os procedimentos realizados foram feitos de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Para confirmar a insercdo do fragmento no plasmideo, foi realizado uma PCR
seguida por sequénciamento. O plasmideo foi digerido pela enzima de restricao
EcoRI (New England - R0101S) para certificar-se do inserto clonado. Para o
calculo do numero de copias utilizou-se a equacgio abaixo segundo Godornes et
al, 2007*".

Copias/ulL = 6.02 x10" copias x a concentracio do plasmideo g/ulL

Numero de bases x 660 daltons

6. Verificacdo da expressao do sistema por SDS-PAGE e ELISA.

Os sobrenadantes de cada cultura foram coletados apds 5 dias de cultura de

células Vero transformadas e selecionadas com G-418. Foram fervidas 20 uL do
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sobrenadante de cada cultura, incluindo a cultura de célula controle (sem
transfecgao), em tampao de amostra (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2,5% SDS, 10%
glicerol, 0,002% de bromo azul de fenol e 0.7135M [B-mercaptoethanol). As
amostras foram corridas no Gel SDS PAGE 12% e coradas com Comassie-R.

Para analisar a expressao em ELISA, sensibilizou-se uma placa carregada
(Maxsorp-NUNC) com 20 pL do sobrenadante de cada cultura, incluindo a cultura
de célula controle em tampé&o Bicarbonato-Carbonato pH=9,0 por 16 horas a 4°C.
A placa foi bloqueada com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C e em seguida lavada
3X com PBS-T 0.05%. Colocou-se o anti-His (1:2500) (GE Healthcare- 27-4710-
01) por 1 hora a 37°C e a placa foi novamente lavada para a adicao do anti-
mouse marcado com peroxidase ( Sigma- A2554-1ML). A placa foi revelada com
SigmaFastTM OPD (Sigma-Aldrich - P9187-50SET). A reacao foi finalizada
utilizando-se 20 pL/pogo de acido sulfurico 4N. A leitura foi feita em leitor de
microplaca (ThermoPlate) a 492 nm.

Para a analise do reconhecimento da cultura infectada em ELISA, sensibilizou-
se uma placa carregada (Maxsorp-NUNC) com 20 pL do sobrenadante de cultura
infectada e nao infectada em tampao Bicarbonato-Carbonato pH=9,0 por 16 horas
a 4°C. A placa foi bloqueada com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C e em seguida
lavada 3X com PBS-T 0.05%. Colocou-se anticorpos comerciais (anti-NS1,
proteina do envelope e proteina prM) de acordo com o fabricante (abcam) e o
sobrenadante dos clones celulares que expressao scFv soluvel por 1 hora a 37°C.
A placa foi novamente lavada e nos pocos que continham o anticorpo comercial
foi colocado PBS 1X e nos scFv soluvel, adicionou-se anti-HIS (GE). Lavou-se a
placa e incubou-a com anti-mouse marcado com peroxidase e ( Sigma- A2554-

1ML). A placa foi revelada com SigmaFastTM OPD (Sigma-Aldrich - P9187-
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50SET). A reagao foi finalizada utilizando-se 20 uL/pogo de acido sulfurico 4N. A

leitura foi feita em leitor de microplaca (ThermoPlate) a 492 nm.

7. Imuno co-localizagdo do scFv anti-NS1 e NS1

As células Vero foram plaqueada em 1,5 x10° célula por pogo em uma placa
de 24 pogos contendo uma laminula circular em DMEM 10% de SFB durante 16
horas. Em seguida, os pogos foram lavados uma vez com PBS 1x e adicionado
1,92 x10"° particulas virais por 1hora a 37°C sob gentil agitacdo. Apds este
periodo, as células foram lavados uma vez com PBS 1x e adicionado DMEM
10% de SFB, para a incubacéo por 24 horas.

Permeabilizou-se e fixou-se as células com 100 pyL com a solugao
Cytofix/Cytoperm solution (BD- 555028) por 30 minutos a 4°C. Lavou-se 2 vezes
os pogos contendo as células com BD Perm/Wash solution 1X, e incubou as
células com anti-His na proporc¢ao de 1:50 por 1 hora a temperatura ambiente. As
laminulas contendo as células foram lavadas se 2 em BD Perm/Wash solution 1X
e incubadas com anti-IgG de mouse marcado com FITC (Sigma) na proporgéo de
1:50 por 1 hora a TA na auséncia de luz. Lavou-se novamente 2 vezes com BD
Perm/Wash solution 1X e as células foram incubadas com anti-NS1 e anti-
proteina E na proporcéo 1:50 por 1 hora a TA. Lavou-se novamente as laminulas
e adicionou-se anti-lgG de mouse marcado com TRITC (Sigma) juntamente com
DAPI na proporgdo 1:50 por 1 hora a TA. As células foram analisadas no

microscoépio de fluorescéncia EVOS.

8. Validagao do sistema por PCR em Tempo Real

Apoés a certificagdo da produgao do scFv soluvel as células foram testadas

para certificar a funcionalidade de inibir a replicagdo do virus.

85



Para este teste os clones foram plaqueados em triplicate com 2x10° células
por pogco em placas de 24 pogos por 16 horas em estufa de cultura celular. Os
clones com scFv irrelevante e as células vero ndo transfectadas foram utilizadas
como controle do sistema.

As células foram incubadas com o virus da dengue na 1,92 x10' particulas
virais por 1hora a 37°C sob gentil agitacdo. Posteriormente, as células foram
lavadas uma vez com PBS 1X, e adicionado 250 uL de meio DMEN completo com
3% SFB sem o antibidtico. A producdo de novas particulas virais foi verificada
apos 24 horas e 72 horas.

Para analise de producdo de novas particulas virais, extraiu-se o RNA dos 250
ML do sobrenadante dos pogos com TRizol (Invitrogen) de acordo com as
instrugcdes do fabricante, e em seguida realizou-se a RT-PCR de acordo com o
protocolo descrito no item de construcédo da curva do Tempo Real.

As amostras foram analisadas em Syber Green (Life Technologies) em
duplicada no aparelho de tempo 7500 Real Time PCR System (Applied System).

A temperatura de anelamento e extensao foi de 56°C em 40 ciclos.

9. Analise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizadas o programa GraphPad Prism 6.
Para analisar a diferenca das medias entre os grupos foi utilizado a ferramenta de
variancia de multiplo teste-t com pos teste Holm- Sidak, teste-t e ANOVA com

pos-teste Bonferroni.
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CAPITULO Il

INIBICAO DA REPLICACAO VIRAL VIA DEGRADACAO
PROTEASOMAL DE PROTEINA ESPECIFICA DO ViRUS DA DENGUE
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Revista: Journal of Virology

Titulo: Inibicdo da replicacao viral via degrada¢ao proteasomal

de proteina especifica do virus da dengue.

Resumo:
A dengue é uma doencga arboviral endémica em varios paises tropicais.

Embora muitos esforcos tém sido feitos para a producdo de vacinas
imunogénicas mais eficientes para os quatro sorotipos virais, alta taxa de erro
durante a replicagdo do genoma de RNA viral possibilita uma maior resisténcia a
terapias virais. Devido a falta de terapias e vacinas eficazes este estudo
desenvolveu um mecanismo de degradagao especifica contra proteinas do virus
da dengue. Os resultados mostraram que o sistema diminuiu significativamente
a produgao da proteina E do envelope viral e a molécula de NS1, inibindo, assim,
aproximadamente 90% da replicagdo viral apos 24 e 72 horas de infecgdo com
o virus da dengue tipo 1. Além disso, 0 mecanismo também mostrou-se eficiente
para o combate do virus da dengue tipo 2. Este sistema pode ser uma
alternativa para a terapia da dengue ou na construgdo de vetores incapazes de

transmitir o virus.

Introducao:
O virus da dengue (DENV) é um virus de RNA de fita positiva envelopado

cujo genoma possui aproximadamente 11kb (29). Membro da familia Flaviviridae
e do género Flavivirus, apresenta tradicionalmente 4 sorotipos bem estudados e
um novo recentemente descoberto circulante entre os macacos da Malasia (11,
22). Considerada como um problema de saude publica, os sintomas da dengue

podem variar de uma simples febre a um severo extravasamento vascular,

levando a sindrome do choque com risco de vida (DFH/DSS) (2, 3).
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O ciclo de vida do virus da dengue comega com a ligagéo do virus aos
receptores especificos, mediado pela proteina envelope. Apés a ligagao, ocorre
a endocitose com formacdo de vesiculas acidas, a qual proporcionara o
processo de fusdo entre o capsideo e a membrana da vesicula. O RNA liberado
sintetiza as proteinas virais no interior do reticulo e em poucas horas apés a
infeccdo, dezenas de milhares de copias de moléculas virais sdo produzidas a
partir de uma Unica molécula viral, o que leva a lesao celular e, em casos graves,
a morte (31).

Embora esforgos tém sido feitos em buscas de terapias adequada pelos
pesquisadores, a falta de modelo animal e a necessidade de uma vacina
altamente imunogénica contra os quatros sorotipos tém dificultado a implantagao
de terapias adequadas contra a doenca (7, 12). Além disso, as altas taxas de
erro decorrente da replicacdo do genoma viral e a possibilidade de utilizar
fatores da célula hospedeira para a replicagao e tradugdo das proteinas virais,
proporciona ao virus a capacidade de aumentar a resisténcia contra as
respostas imunolégicas e contra as vacinas virais (10, 25). A necessidade de
desenvolver terapias antivirais de baixo custo e de alta eficiéncia tém mobilizado
pesquisas de toda parte do mundo em fungao de diminuir a doenca.

Varias plataformas vem sendo aplicadas como terapia antiviral, como por
exemplo vacinas de DNA (6), RNAi (12), terapia com anticorpos neutralizantes
(23, 30) e vacina através da producao de proteinas recombinantes (18, 21).

Em nosso estudo desenvolvemos um mecanismo de inibicdo viral via
degradacado especifica contra as proteinas do virus no interior do reticulo
endoplasmatico, por um mecanismo semelhante ao controle de qualidade da
célula. Neste trabalho, fusionamos a SEL1L recombinante (28) tanto ao scFv
previamente selecionado por Phage Display alvo-especifico quanto a um
receptor viral (prohibitina) (15) com intuito de promover a diminuigdo de
proteinas especificas do virus.

A SEL1L é uma proteina transmembranica, membro do complexo de
ligase de ubiquitina HRD1, o qual esta envolvido na degradacéo das proteinas

mal-enoveladas do reticulo endoplasmatico (ERAD) (20).

92



O acumulo de grandes quantidades de proteina, o mal-enovelamento ou
falhas na finalizacdo de formacdo de complexo multiproteico promovem a
formacéo de agregados toxicos ativando a Resposta a proteina mal-enovelada
(Unfolded Protein Response - UPR) e a Degradagdo de proteinas mal
enoveladas associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) (27).

A UPR aumenta a transcricdo de chaperonas envolvidas na via ERAD
para auxiliar na eliminagao dos excesso de proteinas no interior da célula(8).
Enquanto que na ERAD, o complexo HRD1-SEL1L, juntamente com as
proteinas OS-9/XTP3-B, reconhecem os dominios proteicos mal-enovelados de
membrana ou luminal no interior do RE (5). A SEL1L associada a proteina alvo
do ERAD, ao interagir com a molécula de Derlin 1, uma provavel proteina do
canal de retro-translocagao (14), promove o deslocamento e ubiquitinagido pelo
lado citosdlico do reticulo endoplasmatico, assegurando a eficiente entrega para
o proteasoma (24).

Ao substituirmos, o dominio de reconhecimento de proteinas mal-
enovelamentas da SEL1-L por um scFv ou receptor especifico prara as
proteinas do virus da dengue aumentamos a possibilidade de degradar
proteinas virais e de inibir a formacdo de novas particulas, tornando este

sistema uma ferramenta poderosa contra o virus da dengue.

Resultados:

Construgdo do sistema de degradagao viral:
Para a construcdo do sistema de degradacdo do virus da dengue via

proteasoma, foram escolhidos 2 clones (scFv-D10y e scFv-G7y) que expressam
fragmentos de anticorpos (scFv) selecionados previamente (capitulo Il) contra a
particula viral e 1 clone de scFv-F3ys1, contra a molécula de NS1, todos
selecionados previamente por Phage Display (capitulo IlI). Os fagomideos
desses clones foram reamplificados, utilizando primers especificos contendo

sitios de restricdo para regidao codificantes (CDS) do scFv para garantir a
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clonagem no vetor de expressdo pcDNA 3, o qual continha o fragmento do gene
codificador da molécula de SEL1L previamente clonado(28).

Um receptor viral predito no genoma de Aedes ageypti, denominado de
prohibitina, foi amplificado a partir de cDNA de células C6/36 e clonado no vetor
de expressao contendo fragmento do gene codificador da SEL1L que expressa
os primeiros 401 aminoacidos (28) dessa proteina, preservando as regides que
interagem com as proteinas envolvidas no ERAD, tal como, HRD1, OS9, XTP3-
B, p-97 ATPase, Derlin-1 (5, 28). Todos os amplicons tiveram tamanho proximos
de 800pb (figura 1).

D10, G7, F3ys;  Prohibitin HINDIII Xhol BSPEI
l ” |
SEL 1L pDNA
SEL1L
Regido Luminal do RE Regido transmembrana do RE

_[ [ C-terminal SELIL
scFv é:l C-terminal SEL1L

Regido transmembrana do RE

Figura 1- Construgao do sistema de degradacgao viral através da fusdao de scFv ou receptor
viral de inseto com o fragmento da SEL1L.

Os scFv selecionados e o receptor viral prohibitina foram clonados para
serem expressos fusionado na regido N-terminal do fragmento da SEL1L, Apds
a subclonagem, as células Vero foram transfectadas com vetor de expressao e

os clones celulares foram selecionados com o antibiético de selegcao geneticina
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(G418). Para as construgdes, scFv-D10y, scFv-G7y, e prohibitinapy foram
selecionados 4 clones celulares para cada construto que foram denominados
A2N-D10y, A3N-D10y, B2-D10y, B5-D10y, A2N-G7y, C5-G7y, D2-G7y, D3-G7y,
A3pn, ABpy, B1py, B2py, respectivamente. Para o scFv-F3ns¢ foram selecionados

3 clones celulares denominados C1- F3ns1, C2- F3ns1, C3- F3ns1.

Analise da expressao do sistema de degradacao viral:
As proteinas dos clones celulares, apés a selegao, foram extraidas e

analisadas tanto por ELISA (Fig. 2) quanto por Western blot (Fig.3). Todos os
clones selecionados foram capazes de expressar o scFv ou o receptor
prohibitina fusionada a SEL1L. Os clones referentes as scFv reagiram tanto
para o anticorpo anti-HIS tag quanto para o anticorpo anti-SV5 tag quando
testados. Os clones referentes a prohibitina e ao scFv irrelevante apresentaram

resultados positivos para expressado apés a analise com anticorpo anti-SV5 tag .
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Figura 2- Reatividade dos clone que expressam o sistema de degradacdo. Reatividade de triplicada das
células contra o anticorpo sv5-tag. A barra superior mostra a media e desvio padrdo da OD492nm de
triplicata de amostra independente.

A analise do Western blot, também, demonstrou que as células sao
capazes de expressar o sistema de degradacgao viral tanto para o scFv clonado
como para o receptor viral prohibitina, apresentando uma banda cuja massa é

de aproximadamente 70KDa.
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Figura 3- Expresséo da degradina na células Vero em diferentes clones celulares. Ensaio de Western blot
usando anticorpo monoclonal anti-SV5tag.

Analise da inibicao da replicagao viral em 1 e 3 dias
A atividade da inibigao viral foi verifica pelo ensaio de qPCR, apés 1 hora

de infeccdo e 24 e 72 de proliferagdo do virus da dengue tipo 1, nas células
que expressdo o anticorpo ou o receptor viral associados a degradina, nas
células que expressa um anticorpo irrelevante (controle negativo) e nas células
sem transfecgdo (controle negativo). O RNA do sobrenadante da cultura foi
extraido e o cDNA viral foi quantificado.

Todos os clones que expressaram os fragmentos de anticorpos ou a
prohibitina recombinante fusionados na SEL1L foram capazes de inibir
aproximadamente 90% (tabela-1) da replicagdo viral apés 24 de infecgéo.
Contudo apods o terceiro dia, somente os clones de scFv G7y e o receptor de
prohibitina conseguiram manter o maior nivel significativo de degradagéo viral. O
scFv D10y ndo apresentou nenhum clone celular que resultou em uma diferenca
estatistica apds trés dias, ao passo que o scFv F3nst apresentou diferengas

significativa somente com a célula controle (Fig. 4).
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Figura 4 — Inibicdo da replicacédo viral promovida por diferentes sistemas degradinas. As particulas virais
foram quantificadas por qPCR apds 24 e 72 horas. O simbolo * representa os clones que obtiveram
diferenca significativa (p<0.001) no teste de ANOVA, com o pds teste Bonferroni. Estatistica realizada pelo
programa GraphPad Prism 6.0. A barra superior mostra a media e desvio padrdo da OD492nm de triplicata
de amostra independente.
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Tabela 1: Media e porcentagem de inibicio da quantidade viral da triplicata do experimento de
qPCR.

24 hours mean inhibition (%) 72 hours mean inhibition (%)

CONTROL 4440000 0.00 CONTROL 359617 0.00
IRR 4167000 6.15 IRR 320566 10.86
A2N-D10v 31113 99.30 A2N-D10y 277026 22.97
A3N-D10y 32668 99.26 A3N-D10v 162260 54.88
B2-D10y 55657 98.75 B2-D10vy 249576 30.60
B5-D10v 38057 99.14 B5-D10y 68566 80.93
A2N-G7y 9542 99.79 A2N-G7y 20056 94.42
C5-G7y 41600 99.06 C5-G7y 20992 94.16
D2-G7y 21288 99.52 D2-G7y 1682 99.53
D3-G7y 32585 99.27 D3-G7y 6339 98.24
C1-F3ns1 30100 99.32 C1-F3ns1 130189 63.80
C2-F3ns1 52917 98.81 C2-F3ns1 125608 65.07
C3-F3nst 51515 98.84 C3-F3ns1 109519 69.55
A3pH 67983 98.47 A3pH 554.2 99.85
Abpy 82000 98.15 ABpH 336.6 99.91
B1pH 115350 97.40 B1pH 1047 99.71
B2pH 85350 98.08 B2pH 404.2 99.89

Uma vez que a seleg¢ao do anticorpo foi feito na particula viral, precisava-
se qualificar qual era a possivel proteina do envelope que estava sendo
degradada pelos sistema das degradinas. Por isso as proteinas das células, cujo
foi feito a quantificagdo do numero das particulas virais, foram submetidas ao
ensaio de ELISA com anticorpos anti- proteina prM e proteina E.

Ao comparar as reatividades dos clones contra a proteina prM e contra a
proteina E, verificou-se que houve uma redugao significativa da reatividade com
o anticorpo contra a proteina E comparado a proteina M em todos os clones
analisados quando ao clone celular que expressa a degradina irrelevante e
célula controle. A redugdo da reatividade da proteina prM também foi

evidenciado no experimento.
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Figura 5- Reatividade da proteina E e proteina M presente nos clones que expressado o sistema de
degradacao viral. ). O simbolo * representa os clones que obtiveram diferenga significativa (p<0.001) no

teste de ANOVA two way, com o pds teste Bonferroni. Estatistica realizado pelo programa GraphPad Prism
6.0. A barra superior mostra a media e desvio padrao da OD492nm de triplicata de amostra independente.

A degradacao especifica da molécula NS1 também foi analisada por
Western blotting. Células controle, clone que expressa degradina irrelevante,
bem como clones que interagem com a superficie viral foram testado juntamente
com o clone que expressa scFv- degradina especifico contra a molécula NS1.

O resultado de Western blotting, apresentado pela figura 6, revelou que
uma diminuicdo da intensidade da banda especifica de NS1 (40KDa) para o

clone C1ys1 quando comparadas aos outros clones, demostrando a eficiéncia do

sistema degradina.
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Anti-NS1

Figura 6- Degradagdao da molécula alvo pelo clone C1ns1. Western blot do extrato proteico das células
infectadas com virus da dengue 1 apds 24 de cultivo. A marcagdo utilizando anticorpo anti actina foi
utilizada para normalizar a quantidade de proteina.

Teste da inibicdo com o virus da dengue tipo 2.
Com o intuito de analisar se o sistema de degradacéo viral é capaz de

inibir outras variantes virais, um clone celular para cada scFv-degradina e um
clone para prohibitina-degradina foram incubados com o virus tipo 2 por 1 hora e
o sobrenadante foi analisado apos 24 horas.

Assim como verificado para o virus da dengue tipo 1, apés 24 horas de
infeccdo, todos os clones foram capazes de inibir significativamente (p<0.01) a
replicagao viral do sorotipo 2 também, sendo que o clone D10y foi mais eficiente,

apresentando uma inibicao maior de 95%.
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Figura 7- Inibigdo da replicagdo do virus dengue 2 pelos sistemas de degradina. As particulas virais foram
quantificadas por gPCR apés 24 horas de infeccdo. O simbolo * representa os clones que obtiveram
diferenca significativa (p<0.001) no teste de ANOVA, com o pos teste Bonferroni. Estatistica realizado pelo
programa GraphPad Prism 6.0. A barra superior mostra a media e desvio padrdo da OD492nm de triplicata
de amostra independente

Tabela 2- Média e porcentagem de inibicdo da quantidade viral da triplicata do experimento de
qPCR.

Control Irr scFv  Prohibitin scFv- scFv- scFv-G7y
F3nst D10y
Mean 4.78E+05 | 4.54E+05 | 1.55E+05 | 4.05E+04 | 1.53E+04 | 4.24E+04
;f;;ibi“o” 0.00 5.07 6757 | 9154 96.81 91.13
Discussao

Neste trabalho demonstramos a efetividade do sistema degradina em
interferir na replicacdo do virus da dengue tipo 1 e tipo 2 apds 24 horas de
infeccdo. A inibicdo foi feita através da eliminacdo da proteina NS1 e
provavelmente da proteina do envelope viral via SEL1L-proteasoma (28).

SEL1L é uma molécula do interior do reticulo homéloga a Hrd3p da levedura
que possui uma importante fungdo no reconhecimento das proteinas mal-
enoveladas e no recrutamento desses substratos para o sitio de retro-
translocacao para a degradacgéo via proteasoma (5).

No trabalho de Vecchi et al, 2012 (28), a autora construiu uma versao
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recombinante da SEL1L, denominado degradina, que consistia de uma porgao
N-terminal apresentando scFv anti-receptor de IgE e um dominio C-terminal
derivado dos 402 aminodacido finais da molécula SEL1L. . Neste trabalho a
autora verificou que a fusdo de um ligante de uma molécula alvo ao fragmento
final da SEL1Lpermite a degradagao especificas das moléculas.

Em nosso trabalho fusionamos a SEL1L fragmentos de anticorpos
previamente selecionados por Phage Display (capitulo Il) e bem como uma
proteina de inseto que reconhece o envelope viral, a prohibitina, para analisar os
efeitos gerados quanto a produgao de particulas virais. Em nossa construgéo do
sistema de degradacgao, utilizamos dois clones que apresentam sequéncias de
scFv diferentes e com capacidade de interagir com proteinas do envelope viral e
um clone apresentando scFv contra a molécula NS1. Além disso, clonou-se um
fragmento de aproximadamente 800pb que codifica uma proteina predita
descrita como receptor do virus da dengue tipo 2 no genoma de Aedes, a
prohibitina (15).

A efetividade da agido das degradinas construidas nesse trabalho foi
verificada pelo teste de inibicdo da replicacao viral. A diminuicdo das proteinas
do envelope, especificamente a E e M, realizada pelos sistema de scFv-
degradina (clone D10V e G7V e o receptor prohibitina) provavelmente interferiu
na producao de novas particulas virais. O reconhecimento da proteina E e a sua
degradagdo intermediada pela degradina, pode ter inibido a formacdo do
envelope e portanto torna a montagem particula viral defectiva. A proteina E é
importantes para montagem, ligagdo ao receptor, a entrada, fusdo viral, e,
possivelmente, evasdo do sistema imune durante o ciclo de vida dos Flavivirus
(1).

A diminuigdo da proteina prM, também verificada neste trabalho, pode ter
sido promovida pelo mesmo sistema degradina (isolado contra particula viral
inteira). A redugao dessa molécula pode ter sido ocasionada pela degradacao do
polipeptidio inteiro, ou do peptideo E ainda fusionado ao prM. A degradacgao da
proteina poderia ocorrer da mesma maneira que o mecanismo de ERAD-M, em

que o reconhecimento dos dominios mal enovelados ocorre em proteinas
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presentes na membrana do reticulo endoplasmatico reconhecido também pelo
complexo HRD1 (13, 28).

A outra explicacdo para a diminuicdo dos niveis dessas proteinas, poderia
ser a redugcao do numero de particulas virais que re-infectam as células o que
levaria consequentemente a diminuigdo da produgao de proteinas virais.

A agao prolongada do sistema de degradacao foi verificada apds 72 horas
pos-infeccdo. Embora dois clones (D10yv e F3nst1) de scFv-degradina nao
apresentaram o mesmo sucesso quando comparado ao tempo de 24 horas, os
clones de degradina G7v e da prohibitina mantiveram uma degradagao superior
a 90%, o que demonstra a eficiéncia no controle da replicacao viral pela célula.

A especificidade da degradagdo do sistema viral pode ser verificada no
ensaio de Western Blotting. A diminuicao da intensidade da banda da NS1
presente no clone C1ys1, juntamente com a inibicdo de replicagao viral medida
por gPCR mostram a exatiddao da agao terapéutica na eliminagdo da proteina
importante para a replicacédo do virus.

Estudos tém mostrado que a principal fungdo da NS1 intracelular é a
regulacdo da sintese da fita negativa do RNA viral (17). Além disso, esta
molécula pode interagir com mudltiplas proteinas do hospedeiro e com proteinas
virais NS4A e NS4B (16, 19, 26), integrando vias essenciais ou fornecer
componentes necessarios que facilitam a replicagcdo do RNA no citoplasma. A
supressdo de NS1, portanto, impede a replicagdo (17, 32), como foi observado
em nossos ensaios de degradacao especifica de NS1 por degradinas.

O sistema de degradacéao foi também testado com o virus da dengue tipo 2.
A similaridade de estruturais e na sequéncia no envelope viral ou nas proteinas
nao estruturais entre os Flavivirus (4, 33) poderia facilitar o reconhecimento de
epitopos semelhante entre dengue 1 e dengue 2 pelo anticorpo, facilitando a
degradacgdo da proteina alvo e inibindo a replicagdo de outros sorotipos. Além
disso, a prohibitina-degradina, descrita como receptor presente na células de
inseto para dengue tipo 2, a qual funcionou também para o sorotipo 1, demostra
a capacidade de receptores ou anticorpos se ligarem a diferentes sorotipos

virais.
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Assim, por haver a falta de tratamento contra a dengue, existe uma forte
necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas (12). A acao efetiva
do sistema da degradina em mais de um tipo de virus demonstra a sua possivel
acao terapéutica contra dengue. O sistema de degradacgéo poderia ser entregue
por meio de adenovirus recombinantes ndo capazes de gerar uma resposta
imune inflamatéria mas capazes, mas que em virtude da expressdo das
degradinas, poderia conferir as células resisténcia contra a o virus da Dengue
(34). O sistema de degradacédo apresentado nessa tese poderia ser utilizado,
também, na imuno-terapia ex Vivo, em que células dendriticas ou PBMC que
expressam a degradina contra a dengue s&o re-injetadas no individuo a fim de
conferir resisténcia viral. Além disso o sistema de degradagdo poderia ser
utilizado para a produgado de insetos-vetores transgénicos com intuito de inibir o
virus no interior do mosquito e inibir assim a dispersdo do virus no meio
ambiente. Dessa forma, a inibicdo do virus da dengue tipo 1 e 2 através do
sistema scFv-degradina poderia se tornar uma importante ferramenta para o

combate ao virus.

Material e Métodos:

10. Construcao de sistemas de degradinas (scFv e prohibitina
fusionada com SeL1L 1) expresso em células Vero.

Para a construgdo do sistema de degradacdo, foi utilizado os seguintes

primers e o oligonucleotideos (SEC sequence):
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Tabela 3 - Primers foward e reverso para a amplificagdo de scFv

Sistema de scFv -degradina

Forward (enzima de

_ 5'- atgtctcgagGGTTTCGCTACGTGGCCCAG -3'
restricdo Xhol)

Reverso (enzima de

o 5'- atgt tccggaCTAATGGTGATGGTGATGGTGCTGGCC -3'
restricao BSPEI)

Tabela 4 - Primers foward e reverso para a amplificagdo do fragmento de prohibitina

Sistema de prohibitina-degradina

Forward (enzima de

5-atgcctcgagTACGGTATCAACAATTCCATG-3
restricdo Xhol)

Reverso (enzima de

. 5°-atgctccggaCTTATTTGAAACTTTCTTGGAC-3
restricao BSPEI)

Tabela 5 — Sequéncia de nucleotideos do peptideo sinalSec sequence

SEC sequence com fragment de KOZAC

5'-
AGCTTcacaATGGGCTGGAGCCTGATCCTCCTGTTCCTCG
TCGCTGTGGCTACAGGTc-3'

Oligo forward (5°-
Hindlll e 3"-Xhol)

5.
tcgagACCTGTAGCCACAGCGACGAGGAACAGGAGGATCA
GGCTCCAGCCCATHgtgA-3

Oligo reverso (5'-
Xhol e 3°- Hindlll)

Para amplificacdo das sequéncias de scFv contidas no vetor pComb 3XSS
foram utilizados primers foram da tabela 1. Para a amplificagdo da prohibitina,
trés mosquitos Aedes aegypti foram coletados e macerados em Trizol para o
isolamento de RNA, conforme a instrugao do fabricante. A partir do RNA isolado
realizou-se a RT-PCR porém utilizando o primer reverso da tabela 2.

Posteriormente, realizou-se a PCR para amplificacdo do fragmento do gene que
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codifica a proteina prohibitina com o conjunto dos primers da tabela 2. A
sequéncias para scFv e prohibitina amplificadas foram analisadas em por
eletroforese em gel de agarose 1% e purificadas pelo kit QlAquick Gel Extration
(Qiagen- 28706).

Em seguida, as sequéncias foram clonadas no vetor pGem-t easy (Promega)
conforme o manual do fabricante e transformado na bacteria DH-10B
eletrocompetente, plaqueados em meio LB agar contendo ampicilina (10ug/mL)
como antibidtico de selecao e as colonias foram crescidas em meio LB contendo
0 mesmo antibiético para a amplificagdo dos inserto. Foi feito a extracdo do
plasmideo com o kit Miniprep (Qiagen) e quantificado pelo espectrofotdmetro
ND-1000 (Nanodrop). O inserto foi digerido utilizando as enzimas Xhol (New
England -) e BSPEI (New England ). Realizou-se, também, o anelamento dos
oligonucleotideos em tampéo de anelamento (10 mM Tris, pH 7.5-8.0, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA). Neste procedimento, misturou-se 150mM do oligo forward e
150mM do oligo reverso no tampao em um tubo de 0.6mL no volume final de
100uL e em seguida, aqueceu a solugcdo até a temperatura de 95°C por 5
minutos, e deixou o tubo a chegar a temperatura ambiente. Posteriormente,
100pmol da solugdo de oligo foi fosforilado utilizando a enzima T4
polinucleotideo kinase (Promega), conforme a reacéo abaixo, a temperatura de
37°C por 1 hora.

Para a clonagem utilizou-se o vetor pcDNA3-scFv9E1-SV5-SEL1L (Vecchi,
2012). O vetor foi digerido com Hindlll (New England - R0104T) e BSPEI (New

England), para a clonagem do scFv fusionada a degradina. Foi feita ligagao tripla
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entre os oligos de peptideo sinal, os insertos de scFv e o vetor, durante 16 h a
4°C.

O plasmideo foi transformado em bactéria DH10-B eletro-competente e
plaqueado em meio LB agar contendo ampicilina como antibidtico de selegao.
Em seguida, colénias de bactérias foram crescidas em meio LB liquido contendo
ampicilina (10pg/mL) durante 16 horas e feito a extragao do plasmideo com o kit
Miniprep da Qiagen (Qiagen-27106) e quantificado pelo espectrofotdmetro ND-

1000 (NanoDrop).

11.Linhagens celulares e transfecgao

As células das linhagens C6/36 (Aedes albopictus) e Vero foram gentilmente
cedidas pelo professor Jonny Yokasawa do laboratério de Virologia da
Universidade Federal de Uberlandia. As células C6/36 foram cultivadas em meio
Leibowitz 15 (L-15) (Gibco- 11415-056) suplementado com 10% soro fetal
bovino (Gibco-10082-139), triptose fosfato (Invitrogen-T8782), aminoacidos
essenciais (Invitrogen- 11130-051), gentamicina (Invitrogen- 15750-078). As
células foram mantidas a 28°C. A linhagem Vero (ATCC CRL-1651) foi cultivada
em meio DMEM (Gibco- 11965-118) suplementado com 10% soro fetal bovino
(Gibco-10082-139), e gentamicina (Invitrogen- 15750-078). As linhagens foram
utilizadas para o cultivos de virus e para as clonagens do sistema de
degradacgéao do virus da dengue.

As células Vero foram plaqueadas com 2 x10° célula por poco em placa de
24 pogos contendo DMEM 10% de SFB durante 16 horas. Para as solugbes de

transfecgdo, 500ng do plasmideo contendo o o vetor de expressao do scFv
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soluvel foi diluido em 50uL meio DMEM incompleto e posteriormente em outra
solugédo contendo 2uL de lipofectamina 2000 (Invitrogen- 11668-027) 50uL
DMEM incompleto. Ambas as solugbes foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. As células plaqueadas foram lavadas 1 vez com PBS 1X
e adicionou-se a solugcdo de DNA, lipofectamina nos pogos. As células foram
incubadas com a solugédo por 16 horas, e em seguida, lavadas com PBS 1X.
Acrescentou-se meio DMEM completo com 0,9ug/ml de geneticina (G-418)
(Invitrogen- 10131027) por pogo para a selecdo de clones de células
transfectadas.

Apods 14 dias os clones de células foram isoladas com papel de filtro
Whatman cortado e tripsina, e colocados em placas de 96 pogos contendo meio
DMEM completo acrescido de 0,9ug/ml deG-418.

Os clones que expandiram foram tripsinizados e repassados para uma placa
de 24 pocos e, em seguida, iniciou-se os testes para verificar a expressao das

proteinas do sistema de degradacéo.

12.Verificagdo da expressao do sistema de degradagdao por Western
Blotting

A cultura de células Vero transformadas e selecionadas cultivadas em meio
DMEM complete contendo geneticina foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200
rpm por 10 minutos. O pellet de células foram lavadas com PBS 1X e novamente
centrifugadas na condicdo anterior. As proteinas totais da células foram
extraidas no tampao TNT (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 0.5% Triton-

X) suplementas com um coquetel de inibidor de protease (Roche) e congeladas
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em -80°C. Foram fervidas 20 uL das proteinas extraidas das células em tampao
de amostra (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2,5% SDS, 10% glicerol, 0,002% de
bromo azul de fenol e 0.7135M B-mercaptoethanol), corridas no Gel SDS PAGE
12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose por meio de tampéao de
transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 10% methanol), por 2 horas a
temperatura ambiente.

Apos transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com PBS 1X
suplementada com 3% de leite desnatado em p6 por 1 hora a TA. Em seguida, a
membrana foi lavada 3 vezes com PBST 0,05% de 7weern, e incubada com o
anticorpo primario anti-His ou anti-SV5tag na proporgao de 1:2500 por 3 hora A
TA. Repetiu-se as 3 lavagens com PBS-T 0,05% e incubou a membrana com
anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase por 1hora a TA. Lavou-se as
membranas com PBS-T 0,05% 3 vezes e o western foi revelado com o sistema

de ECL, e aimagem foi capturada pelo sistema InVIVO FX da KODAK

13.Extragdo de RNA viral e Produgdo de cDNA viral

As células C6/36 (Aedes albopictus) foram infectadas com os virus da
dengue tipo 1 e tipo 2 seguida pela extragcdo do RNA viral feito com Trizol
seguinho as instru¢des do fabricante (Invitrogen- 15596-018).

Para o designer dos primers utilizou-se os acessos do NCBI n° AAD11533.1
e n° ADW16025.1. Foram utilizados os primers 5° —-GAACATTTCGGAAGCTT-3’
(forward) e 5 —CTCGCGCGTTTCAGCATATTGA-3’ (reverse). O RNA viral foi

submetido a transcricdo reversas (RT-PCR) (Invitrogen- 28025-021) nas
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condicdes recomendadas pelo Fabricante.

13.1. Constru¢ao da Curva de quantificacao viral e Clonagem

Para a construgdo da curva de quantificagcao viral o primers utilizados foram
5°-GAACAGTTTCGAATCGGAAGCTT-3 (forward) e 5-
CTCGCGCGTTTCAGCATATTGA-3 (reverse). Os fragmentos amplificados pela
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e posteriormente
tiveram as bandas foram cortadas e purificados utilizando kit QIAquick Gel
Extration (Qiagen- 28706). Os fragmentos foram clonados no vetor pGEM t-easy
(Promega). O plasmideo foi inserido em E. coli DH10-B e plagueado em meio LB
agar contendo ampicilina (10pg/mL) (Invitrogen) como antibidtico de selecédo. O
plasmideo foi purificado utilizando o kit Miniprep (Qiagen) e quantificado em
Nadodrop ND-1000 (NanoDrop).

Para confirmar a insergcédo do fragmento no plasmideo, foi realizado uma PCR
seguida pelo seu sequénciamento. O plasmideo foi digerido pela enzima de
restricdo EcoRI (New England - R0101S) para certifica-se do inserto clonado.
Para o calculo do numero de copias utilizou-se a equagédo abaixo segundo

Godornes et al, 2007(9).

Copias/uL = 6.02 x10'° copias x a concentracéo do plasmideo g/uL

Numero de bases x 660 daltons
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14. Validacao do sistema por PCR em Tempo Real

Apo6s a certificagdo da produgao do scFv-degradina e prohibitina-degradina
as células em triplicata foram testadas para certificar a funcionalidade de inibir a
replicagcédo do virus.

Para este teste os clones foram plaqueados em triplicata com 2x10° células
por poco em placas de 24 pocos por 16 horas em estufa de cultura celular. Os
clones com plasmideo contendo scFv irrelevante e as células vero nao
transfectadas foram utilizadas como controle do sistema.

As células foram incubadas com o virus da dengue na 1,92x10'"" particulas
virais por 1hora a 37°C sob gentil agitagao. Posteriormente, as células foram
lavadas uma vez com PBS 1X, e adicionado 250 yL de meio DMEN completo
com 3% SFB sem o antibidtico. A producdo de novas particulas virais foi
verificada apos 24 horas e 72 horas.

Para analise de producédo de novas particulas virais, extraiu-se o RNA dos
250 pL do sobrenadante dos pogos com TRizol (Invitrogen) de acordo com as
instru¢cdes do fabricante, e em seguida realizou-se a RT-PCR de acordo com o
protocolo descrito no item de construgcdo da curva do Tempo Real. E

As amostras foram analisadas em Syber Green (Life Technologies) em
duplicada no aparelho de tempo 7500 Real Time PCR System (Applied System).

A temperatura de anelamento e extenséo foi de 56°C em 40 ciclos.
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15. Anédlise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizadas o programa GraphPad Prism 6.
Para analisar a diferenga das medias entre os grupos foi utilizado a ferramenta
de variancia de multiplo teste-t com pés teste Holm- Sidak, ANOVA com pés-

teste Bonferroni.
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