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RESUMO

A utilizacdo de ferramentas in silico para o desenvolvimento de proteinas artificiais,
aliadas com técnicas de producao, purificagdo e caracterizacdo, é uma estratégia
poderosa para a producdo de particulas com propriedades semelhantes aos
capsideos icosaédricos virais. Essa sequéncia de métodos auxilia no entendimento
de como a estrutura conservada das proteinas de capsideo se relaciona com sua
funcdo, além da producéo de novas nanoparticulas multifuncionais. Nesse contexto,
o trabalho em questao visou a producao, purificacdo e caracteriza¢cao de uma proteina
gerada in silico por evolucédo artificial guiada com potencial para formagdo de uma
nanoparticula proteica. A proteina, denominada LDI-CP, foi expressa em sistema
procarioto e purificada parcialmente através de ultracentrifugacdo utilizando
colch&do/gradiente de sacarose e cromatografia. Observacdes por meio de
microscopia eletronica de transmissao mostraram que a LDI-CP apresentou formas
achatadas e com diametro de 20 nm. Andlises fisico-quimicas demonstraram a
formacdo de nanoparticulas com raio hidrodindmico de 30 nm estaveis em
temperatura ambiente, indicando uma autoassociacao da proteina em solucdo. Além
disso, foi produzido soro imunorreativo em camundongos anti-LDI-CP, podendo ser
utilizado para sua detecgdo em futuros trabalhos. Os resultados deste trabalho
contribuirdo para a produgao de uma VLP artificial com potenciais aplicagdes como
nanoencapsulacao de vacinas ou como possiveis carreadores de drogas para entrega
direcionada.

Palavras-chave: Evolugéo artificial guiada. Particula semelhante a virus. Proteina de

capsideo.
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1 INTRODUCAO

Os virus Southern bean mosaic virus e Rhinovirus séo virus icosaédricos com
um genoma de (+)ssRNA, que infectam plantas e animais. Embora os organismos
hospedeiros sejam filogeneticamente distantes, os dois virus compartilham a
organizacdo estrutural jelly-roll da proteina de capsideo e possuem simetrias
icosaédricas semelhantes. Essa conservacao da estrutura das proteinas de capsideo
e seu arranjo no espaco é um forte indicio de homologia e ancestralidade comum.

Portanto, investigacdes evolutivas podem auxiliar para que seja possivel propor
a estrutura de um provavel ancestral entre os virus de (+)ssRNA que infectam
diferentes hospedeiros eucariontes. O entendimento da evolugéo viral é importante
tanto para a classificacdo quanto para a compreensdo do surgimento de novos virus
e suas doencas relacionadas. Além dos indicios evolutivos, a utilizacdo de
metodologias computacionais aliadas a producao e purificacdo dos produtos génicos
em laboratorio, pode ser uma ferramenta util para o projeto de novas particulas
semelhantes a virus (VLPs) funcionais e geneticamente modificadas. Essas
nanoestruturas com propriedades estruturais e quimicas interessantes podem ser
aplicadas na nanotecnologia, biotecnologia, medicina e areas afins.

Com o intuito de compreender essas conexdes evolutivas e desenvolver novas
VLPs, foi realizado previamente no Laboratério de Imunobiologia, UFSC, um estudo
in silico de evolucao artificial guiada. A partir de diversos ciclos de mutacéo e selecéo
na proteina de capsideo do Southern bean mosaic virus e buscando uma aproximacao
estrutural com proteinas de capsideo de virus que infectam animais (como o
Rhinovirus), obteve-se como produto um gene hipotético que foi sintetizado. O
presente trabalho visa continuar o trabalho citado e tem como objetivos a expressao
do gene em bactérias, a purificacdo da proteina recombinante, a visualizacéo da VLP
artificial e algumas caracterizacbes fisico-quimicas e imunoldgicas da proteina
estudada. Para isso, foram utilizadas técnicas biofisicas e bioquimicas, tais como
eletroforese em gel, cromatografia liquida de proteina répida, ultracentrifugacao,
fluorimetria diferencial de varredura em nanoescala, espalhamento dindmico de luz,

western blot, microscopia eletrénica de transmissao, dentre outras.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Sobemovirus

Sobemovirus sédo virus de RNA que infectam espécies de plantas de pelo menos
15 familias. O primeiro sobemovirus da espécie Southern bean mosaic virus (SBMV)
foi isolado em 1942, dando origem ao nome do género Sobemovirus 1. Essa espécie
€ um dos agentes causadores de doencas do mosaico no feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), provocando sintomas como distor¢cao foliar, manchas necréticas circulares
nas folhas, deformacéo da vagem e reducédo de tamanho e quantidade de sementes
2. Em 1995, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) reconheceu o grupo
como um género ndo atribuido a nenhuma familia 3. SGmera e colaboradores, com
base em analises filogenéticas, propuseram a criacdo de uma nova familia
denominada Sobemoviridae, em que o género Sobemovirus seria incluido 4.
Finalmente, em 2017, o ICTV reconheceu a criacao da familia Solemoviridae a qual
englobou vinte espécies de virus e dois géneros, o Polemovirus e Sobemovirus.

Os virus do género Sobemovirus possuem particulas icosaédricas com diametro
variando entre 26 a 34 nm e um genoma composto de RNA fita simples de sentido
positivo - (+)ssRNA - de tamanho entre 4 a 4,6 kb. A organizagdo do genoma viral
inclui de 4 a 5 janelas abertas de leitura (Open Reading Frames — ORFs), em que as
ORFs 5’ proximais sdo expressas a partir do RNA gendmico e a ORF 3’ proximal, que

codifica a proteina de capsideo, € traduzida a partir do RNA subgenémico (Figura 1)
4,5-8

Figura 1: Organizacao gendmica do SBMV e formacao da proteina CP. O RNA gendmico é formado
por 4 ORFs e possui ha extremidade 5 uma pequena proteina viral covalentemente ligada (VPg).

[ ORF1 | | ORF2b |
' P '
A\ | ORF2a | | ORF3 | SoH

l

| ORF3 |
RNA subgenémico 5-@ 3'OH

l

Proteina de capsideo

Fonte: Adaptado da referéncia 9, com autorizacdo da Elsevier ©.

Os virions desse grupo ndo possuem um envelope lipidico e sdo construidos
com uma simetria icosaédrica com numero de triangulacdo (T) igual a 3. O capsideo
desses virus € formado por 180 moléculas de uma unica proteina (Capsid Protein ou

CP) com massa molecular variando de 26 a 34 kDa. Portanto, para cada particula do
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sobemovirus existem 60 unidades icosaédricas T=3 48, Os mondmeros CP sdo
guimicamente idénticos, variando apenas em seu arranjo espacial, denominadas
como subunidades Al (azul), B1 (vermelho) e C1 (verde), conforme a Figura 2A e B.
As subunidades A agrupam-se em vértices quintuplos para formar 12 pentameros, ao
passo que conjuntos de trés subunidades B e trés C agrupam-se em vértices séxtuplos
para formar 20 hexameros e essa combinacdo geométrica resulta na forma

caracteristica da particula viral 34,

Figura 2: Capsideo de sobemovirus. (A) Simetria icosaédrica T=3 do capsideo de sobemovirus. As
posicdes Al (azul), B1 (vermelho) e C1 (verde) correspondem ao arranjo espacial das subunidades
idénticas (homotrimero) da proteina CP. (B) Organizacéo da unidade icosaédrica T=3 da proteina CP
do Southern Bean Mosaic Virus (PBD ID 4sbv).

A)

B)

A ‘. -~
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\ y
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Fonte: (A) Retirado da referéncia 9, com autorizacdo da Elsevier ©. (B) elaborada pela autora, 2021
utilizando o software PyMOL(TM) Molecular Graphics System, Version 2.6.0a0. Schrodinger, LLC.

4 o‘z L)

2.2 Rinovirus

Pertencentes ao género Enterovirus da familia Picornaviridae, os rinovirus sao
comumente responsaveis por doencas do trato respiratério superior e inferior
(“resfriados comuns”, por exemplo), além de estarem associados a doengas como
otite média, sinusite e pneumonia %1%, A distribuicdo em diferentes grupos dos
rinovirus baseava-se, inicialmente, quanto ao uso de seu receptor ou sensibilidade a
antivirais. Atualmente, sdo classificados no género Enterovirus nas espécies
Rhinovirus A, Rhinovirus B e Rhinovirus C '?, em que cada espécie possui diversos
sorotipos geneticamente distintos totalizando mais de 150 sorotipos identificados 3.

Os virions dos rinovirus consistem em um capsideo sem envelope com
aproximadamente 30 nm de diametro e um genoma (+)ssRNA com tamanho de 7,2
kb. O genoma viral é constituido de uma unica ORF codificando uma poliproteina que
€ subsequentemente clivada para formar quatro proteinas estruturais e pelo menos

sete proteinas ndo estruturais (Figura 3) 1415,
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Figura 3: Organizacao gendmica do rinovirus e formacgéo das proteinas. O RNA gendémico é formado
por uma unica ORF, flanqueada por regides nao traduzidas (5’UTR e 3'UTR). A extremidade 5’ do
RNA esté covalentemente ligada a uma pequena proteina viral (VPg). As proteinas estruturais VP1-
VP4 sdo formadas a partir de uma poliproteina.

vPg-2UTR | ORF 5 p‘éleé
/ Genes proteinas estruturais Genes proteinas ndo-estruturais
vPg ' J2al28]  2¢  [3a[3s]3c poli-A
l Tradugéo
N-terminal | Poliproteina C-terminal

!
[ve] vz [ ves | [RNERRN| 2 ] (28] ["2¢ ][ 3a |38 5] NNSOIRGRGECEN

Fonte: Adaptado das referéncias 15 e 16 (com autoriza¢é@o da Elsevier ©).

O capsideo dos rinovirus € formado por 60 unidades idénticas (protdmeros), em
que cada protdmero consiste de trés proteinas de superficie (VP1 - 3) e uma proteina
interna (VP4). Cinco desses protdmeros interagem entre si para formar um pentamero
e a interacdo de doze pentameros, consequentemente, formam o capsideo com 180
proteinas (60 copias de cada VP1, VP2, VP3). A camada externa do capsideo possui
uma simetria icosaédrica considerada como pseudo T=3, pois a unidade basica

icosaédrica é composta por trés proteinas diferentes (Figura 4) 1417,

Figura 4: Capsideo de rinovirus. (A) Simetria icosaédrica pseudo T=3 do capsideo de rinovirus. (B)
Organizagdo da unidade icosaédrica pseudo T=3 das proteinas CPs do virus Human rhinovirus B14
(PDB ID 4rhv). As posi¢Bes VP1 (azul), VP2 (verde), VP3 (vermelho) e VP4 interna (preto)
correspondem ao arranjo espacial da proteina VP composta por subunidades com sequéncias de

aminoécidos diferentes (heterotetrAmero).

Vista externa Vista interna

Fonte: (A) Adaptado da referéncia 16, com autorizacdo da Elsevier ©. (B) elaborada pela autora, 2021
utilizando o software PyMOL(™) Molecular Graphics System, Version 2.6.0a0. Schrodinger, LLC.

2.3  Proteina de capsideo picorna-like
Na década de 1980 foram determinadas por cristalografia de raios X a estrutura
de alta resolucdo do Southern Bean Mosaic Virus (PBD ID 4sbv) e a estrutura do
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primeiro rinovirus humano, o Rhinovirus 14 (PDB ID 4rhv) 821, Ao comparar as
proteinas do capsideo desses dois virus observou-se que ambos possuiam uma
organizacdo quaternaria e dobras terciarias semelhantes, conhecida como jelly-roll
(do tipo barril-B). Desde entéo, diversas estruturas de virus como, por exemplo, virus
(+)ssRNA que infectam plantas (comovirus), insetos (nodavirus, dicistrovirus),
bovinos (aftovirus) e humanos (enterovirus) revelaram que a dobra jelly-roll € uma
organizacdo comum dos capsideos de virus icosaédricos ?2.

Posteriormente, por meio de analises filogenéticas das sequéncias de proteinas
conservadas e comparacdes da organizacdo do genoma, os virus (+)ssRNA foram
agrupados em superfamilias. A superfamilia dos virus picorna-like que infectam
hospedeiros taxonomicamente diversos, em especial, é caracterizada por um conjunto
de genes parcialmente conservados sendo considerados, dessa maneira, como uma
assinatura dessa superfamilia. Além disso, a maioria dos virus presentes nesta
superfamilia possuem virions icosaédricos compostos de proteinas do capsideo com
a caracteristica dobra jelly-roll. Uma arvore filogenética para os virus picorna-like foi
proposta com base nos alinhamentos da RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), proteina conservada entre as espécies, onde o género Sobemovirus e a
familia Picornaviridae foram agrupados em clados distintos 23.

A dobra jelly-roll, tipica dos virus picorna-like, consiste em oito fitas
antiparalelas organizadas em duas folhas que formam os lados opostos do barril %2.
Conforme a topologia da dobra (Figura 5) existe uma Unica alca fechada entre as fitas
B4 e B5, que induz o pareamento por ligagdes de hidrogénio das fitas B3-86 e B1-p8
para formar a folha 31-B8-B3-B6. De maneira similar, os pares 2-B7 e f4-p5 também
emparelham-se para formar a folha 5-B4-B7-B2 2. Nos virus picorna-like o barril-g é
orientado de modo que todas as fitas sejam aproximadamente paralelas a superficie
do capsideo ?2. Em diferentes virus ocorre uma maior diversidade nas regides de loop
que conectam as fitas B, com variagdes tanto no comprimento quanto nos elementos
estruturais secundarios 2°. Além disso, as proteinas de capsideo com essas dobras
frequentemente possuem segmentos em seus N- e C-terminais parcialmente
desordenados, podendo ser importantes para a interacdo com a molécula de acido

nucleico 2.
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Figura 5: Topologia da dobra jelly-roll. Dobra observada em muitas proteinas de capsideos com 8
fitas B antiparalelas formando duas folhas (esquerda) e diagrama da estrutura terciaria da dobra jelly-
roll (direita).

;

Fonte: Adaptado da referéncia 25.

N-ter C-ter

2.4  Evolucao natural

Em meados de 1960, Emile Zuckerkandl| e Linus Pauling introduziram o uso de
sequéncias de nucleotideos e proteinas para investigar a evolugdo 6. Entretanto,
devido a intensa troca de material genético entre diferentes virus e/ou entre seus
hospedeiros, a filogenia viral com base na sequéncia gendmica ou proteémica é
limitada para virus relativamente préximos na escala evolutiva. Uma vez que a
estrutura terciaria de proteinas demonstra ser mais conservada em comparacao a
sequéncia dos residuos de aminoacidos, a similaridade estrutural pode fornecer
informagGes evolutivas para virus que se divergiram ainda mais no passado 2427, Com
essas informacdes, vinculos evolutivos mais antigos entre virus podem ser revelados
e niveis superiores de classificacdo estabelecidos ?8. Nesse contexto, foi proposta
uma origem evolutiva comum para dois virus de dsDNA (bacteriofago PRD1 e o
adenovirus humano -HAdV) que possuem proteinas de capsideo com uma dobra jelly-
roll dupla. Embora existam quatro maneiras diferentes das dobras jelly-roll de oito fitas
se arranjarem, apenas uma uUnica forma € observada nesses virus esféricos
icosaédricos, indicando uma divergéncia evolutiva com uma ancestralidade comum
29_

Como comentado anteriormente, 0s pequenos virus (+)ssRNA infectam
hospedeiros eucariotos filogeneticamente muito distantes, possuem uma arquitetura
do capsideo semelhante e suas proteinas de capsideo compartilham a dobra jelly-roll.
Essa semelhanca estrutural pode ser considerada como evidéncia de homologia,
motivando a ideia de que esses virus podem compartilhar uma ancestralidade comum.

Os indicativos de homologia incluem similaridades de estrutura secundaria,
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topoldgica, comprimento de loop, entre outros 3°. Uma hipétese evolutiva seria que o
gene que codifica um dominio jelly-roll em um virus T=3 triplicou e os trés genes
evoluiram independentemente para dar origem aos capsideos de picornavirus com
uma simetria pseudo T=3 3, Estruturas de alta resolucdo do Bean Pod Mottle Virus
(Género: Comovirus) e do Tobacco Ringspot Virus (Género: Nepovirus), ambos
pertencentes a superfamilia dos virus picorna-like, forneceram indicios de que essa
hipétese pode estar correta 3233, O capsideo dos comovirus é formado por duas
proteinas, sendo uma composta por duas dobras jelly-roll e a outra composta por uma
dobra jelly-roll, j& o capsideo dos nepovirus € composto por uma Unica proteina com
trés dominios jelly-roll ligados covalentemente. Uma vez que o capsideo dos
picornavirus é formado por trés proteinas com um dominio de jelly-roll cada uma, os
virus dos géneros Comovirus e Nepovirus podem ser grupos mais basais da evolucéo
de picornavirus 2. Com isso, é provavel que os diversos grupos de virus picorna-like
evoluiram em uma etapa anterior a divergéncia dos cinco supergrupos eucarioticos,
infectando hospedeiros que eram suscetiveis e depois coevoluiram com seus

hospedeiros 2.

2.5 Evolucgao artificial guiada

Proteinas que surgiram na natureza e evoluiram de forma natural levaram a
inmeras aplicacdes de sucesso na biotecnologia. Entretanto, caracteristicas obtidas
somente pela selecdo natural apenas eventualmente sdo aquelas de organismos e
biomoléculas procuradas pelos humanos para pesquisas e aplicacdes 4. Nas ultimas
décadas, com a utilizacdo de técnicas da biologia molecular em conjunto com
ferramentas computacionais, explorou-se o desenvolvimento de proteinas com novas
propriedades estruturais e quimicas. A estratégia de manipulacdo de proteinas
naturais com a finalidade de produzir versées melhoradas para uma aplicacédo
especifica é conhecida como evolucéo dirigida ou guiada .

A evolugdo dirigida inicia com uma proteina nativa funcional e, por meio de
sucessivas rodadas de mutacdo, sdo selecionadas as proteinas com as melhores
caracteristicas previamente definidas. Nessa metodologia, 0 gene parental é
submetido a mutacbes de ponto, insercdes e delecdes. ApOs cada rodada de
mutacdo, centenas a milhares de variantes serdo testadas quanto as propriedades
desejadas e, por conseguinte, uma biblioteca de variantes de proteinas que possuem

mutacdes de interesse pode ser construida. As variantes selecionadas serao
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utilizadas para proximas rodadas de evolucdo descartando-se as outras que nao se
enquadram nos parametros pré-determinados 637, Essa diversificacédo da sequéncia
e triagem sao repetidas varias vezes para que mutacdes benéficas se acumulem e
fornecam uma proteina com fungdo mais préxima da desejada . Ao final, as melhores
proteinas, julgadas por varios parametros energéticos e geométricos sdo produzidas
experimentalmente e testadas para a atividade em questédo .

A abordagem da selecéo dirigida permite ir além das funcbes e propriedades
naturais das proteinas adquiridas por meio da evolucéo e selecéo natural, otimizando
ou alterando as atividades de genes individuais e seus produtos génicos. Essa
estratégia, por exemplo, possibilita melhoramentos na atividade catalitica (incluindo
aumento na estabilidade e especificidade), além de obtencao de novas atividades nao
aparentes na molécula parental 343, Dessa forma, as biomoléculas obtidas por
intermédio da evolucdo guiada podem ser projetadas para adquirir propriedades Uteis
para aplicacGes tecnolégicas, cientificas ou médicas 8.

Para exemplificar as etapas envolvidas em um processo de evolucédo artificial
guiada, a Figura 6 representa o esquema geral da evolucao artificial guiada utilizada
pelo Dr. Edgar Gonzalez-Kozlova para obtencdo da sequéncia da proteina de

capsideo que sera estudada neste trabalho.

Figura 6: Estratégia geral da evolucgéo artificial guiada utilizada para a obtencdo da sequéncia da
proteina LDI-CP.
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v Expresséao da proteina in vivo
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Fonte: Kozlova & Mansur (ndo publicado) e elaborada pela autora, 2021.
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2.6 Expressao heterologa de proteinas em bactérias

Atualmente, existem diversos sistemas para a expressdao de proteinas
heterdlogas, incluindo bactérias, leveduras, células de insetos e linhagens de células
de mamiferos cultivadas. Dentro desses, 0 sistema de expressdo baseado em
bactéria Escherichia coli K12 (E.coli) é o mais empregado laboratorialmente para a
producdo de proteinas recombinantes. Isso se deve ao fato dessa bactéria ser
facilmente manipulada geneticamente e otimizada para a expressao em larga escala.
Além disso, o crescimento de E.coli é rapido, faz uso de meios de cultivo baratos e
equipamentos de fermentacéo acessiveis “°.

O principal objetivo da expressdo na célula bacteriana é a obtencéo da proteina
alvo em grandes quantidades. Entretanto, a expresséo de uma proteina recombinante
confere uma carga metabdlica elevada na célula e a producao forcada de grandes
quantidades de proteina pode resultar em proteinas dobradas incorretamente. Com
isso, problemas frequentemente encontrados na expressao heteréloga com bactérias
sdo o crescimento deficitario devido a toxicidade da proteina alvo dentro da célula
hospedeira, degradacédo enzimatica e a formacéo de corpos de incluséo (CI) 4*.

Os corpos de inclusdo sdo normalmente agregados proteicos insoluveis, cuja
formacdo geralmente resulta de interagcbes entre regides hidrofébicas de
intermediarios do dobramento proteico. Além disso, no caso de proteinas conhecidas
por sofrer polimerizacéo (p.ex. proteinas de capsideo), sua expressdo em E.coli pode
resultar na polimerizacdo e montagem das particulas em varios graus de
complexidade, levando a formacédo de CI insollUveis ou na particdo das proteinas nas
fases soluvel e insoltvel 4041,

A formacao de Cl as vezes pode ser evitada ou reduzida pela alteracdo do
promotor, cepa hospedeira, condicdes de cultura e pela diminuicdo da taxa de
producdo da proteina recombinante. A producdo mais lenta das proteinas em baixas
temperaturas, por exemplo, permite 0 seu enovelamento adequado e,
consequentemente, melhora o rendimento e/ou a solubilidade da proteina 4%41, Um
exemplo recente desse caso foi a producdo da proteina de capsideo do Cowpea
chlorotic mottle virus (CCMV). No trabalho de Willits et al., %2, a expresséo foi realizada
a 37 °C induzida com 1 mM de IPTG e, como resultado, a proteina recombinante foi
obtida totalmente na fracdo insoluvel (Cl). Em comparacéo, no estudo realizado por
Diaz-valle et al., *3, ao diminuirem a temperatura para 20 °C e a concentracdo de

indutor para 0,5 mM de IPTG, a proteina foi obtida de maneira soluvel e, apos etapas
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de purificagdo, em uma pureza maior que o trabalho anterior. Dessa forma, as
condicBes otimizadas permitiram que os polipeptideos recém-formados se dobrassem
corretamente na conformacdo nativa, mantendo a solubilidade e aumentando o
rendimento apos purificacéo.

Uma vez que o dobramento de proteinas in vivo é auxiliado por chaperonas,
proteinas que previnem a agregacao por interagirem transitoriamente com regides
hidrofébicas em proteinas desdobradas, a utilizacdo de cepas de bactérias que co-
expressam chaperonas juntamente com a proteina alvo também é outro fator que
pode aumentar a recuperacdo da proteina soluvel. Para algumas proteinas também
pode ocorrer que as vias de dobramento que levam a conformacdo estavel e
corretamente dobrada requerem cofatores especificos no meio de crescimento, como

fons metdlicos, que podem ser adicionados a cultura 4041,

2.7 Aplicagdes

As particulas semelhantes a virus (VLPs, do inglés virus-like particles) séo
capsideos virais sem 0s materiais genéticos encapsulados. Essas nanoestruturas
possuem diversas propriedades que as tornam Uteis e interessantes para aplicacdes
na area biomédica e nanotecnoldgica. Entre essas caracteristicas podem ser citadas
a estrutura com dimensdes em nanoescala, alto grau de simetria, presengca de uma
cavidade interna, habilidade de automontagem, capacidade de resposta as condicdes
ambientais, susceptibilidade as modificacGes quimicas e genéticas, entre outras 4446,

As VLPs tém sido amplamente aplicadas no desenvolvimento de vacinas por
serem capazes de estimular fortemente a imunidade com seguranca e eficiéncia 44.
Exemplos de vacinas VLPs comerciais incluem as vacinas contra o Papiloma Virus
Humano (HPV) 4748, o virus da Hepatite B (HBV) 4°°0 e o virus da Hepatite E (HEV)
5152 Recentemente, varios candidatos vacinais a base de VLP também foram
propostos contra o virus Zika 3, o virus Chikungunya %* e multivalente contra quatro
arbovirus °°, além de vacinas para imunoterapia contra o cancer baseadas em VLPs
de virus de plantas %5,

Essas nanoestruturas também sdo muito exploradas como carreadores para
entrega direcionada de cargas terapéuticas %°. Diversas moléculas ja foram carreadas
e entregues com sucesso as células-alvo por VLPs, incluindo drogas para o
tratamento de cancer como Paclitaxel °8 e Doxorubicin °° e pequenos RNAs de

interferéncia (RNAI) para terapia génica ©°. Além disso, as VLPs também podem ser
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utilizadas para a encapsulagédo de enzimas ativas, promovendo reac¢des cataliticas
mais protetoras e estaveis 6162 ou serem covalentemente conjugados a diversos
agentes de imagem e usadas como reagentes para técnicas de imagem nao
invasivas, como ressonancia magnética 2.

Como as VLPs possuem superficies interna e externa quimicamente distintas é
possivel conferir, simultaneamente e de forma simétrica, diferentes funcionalidades
as particulas. Diversas modificacbes genéticas e quimicas de VLPs foram
desenvolvidas para inumeras finalidades, sendo que apenas algumas aplicactes
foram aqui citadas. Existem poucas outras nanoplataformas que oferecem
concomitantemente as propriedades das particulas semelhantes a virus e essa
capacidade de alteracdo da funcionalidade por meios quimicos e genéticos 446465,

Portanto, a producdo e purificacdo de proteinas sintéticas de capsideo que
podem se rearranjar em particulas semelhantes a virus estaveis é de grande interesse
tanto para diversas aplicacdes quanto para o entendimento da evolucédo dos virus.
Nesse contexto, nosso trabalho visa investigar se a expressédo de um gene produzido
in silico gera uma proteina sintética com a capacidade de se rearranjar e produzir uma

VLP com as propriedades observadas nas particulas naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Expressar, purificar e analisar a funcionalidade de uma proteina de capsideo artificial

cujo gene foi obtido in silico por evolucéo artificial guiada.

3.2 Objetivos especificos

. Expressar em cepas de ArcticExpress (DE3) a proteina mutante LDI-CP;

. Purificar a proteina LDI-CP utilizando ultracentrifugacdo em gradientes de
densidade e cromatografia de exclusdo molecular;

. Verificar o grau de homogeneidade estrutural e o tamanho das particulas
por espalhamento dindmico de luz (DLS);

. Avaliar a estabilidade térmica da proteina LDI-CP por nanoDSF;

. Analisar a estrutura do capsideo artificial LDI-CP por meio de microscopia
eletrbnica de transmissao (MET);

. Observar a resposta imunoldgica humoral dos camundongos imunizados,

através de um ensaio de Western Blot.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Equipamentos e reagentes

Tabela 1: Lista de equipamentos utilizados.

Incubadora Incubadora modelo TE-420 (Tecnal)

Espectrofotdbmetro Espectrofotdbmetro UV-visivel (mono-feixe) modelo
UV-M51 (BEL Engineering)

pHmetro pHmetro DM-22 (Digimed)

SDS-PAGE SureCast Gel Handcast System (Thermo Fischer

Modulo de transferéncia
Sistema de fotodocumentacgéo

Sonicador ultrassénico

Centrifugas

Scientific)
Mini Gel Tank (Thermo Fischer Scientific)
PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad)

XCell II™ Novex mini-Cell (Invitrogen)
Fotodocumentador Chemidoc MP (Bio-Rad) do
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
(LAMEB).

Fisherbrand™ Q125 (Fisher
ponteira modelo CL-18.
Bransonic® ultrasonic cleaner 2210 (Branson)

Scientific) com

Centrifuga Eppendorf MiniSpin® néo refrigerada.
Rotor: F-45-12-11.

Centrifuga Eppendorf 5810 R. Rotor: Swinging-
bucket A-4-62.

Ultracentrifuga OPTIMA XE-100 do Laborat6rio
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB).
Rotor: Swinging-bucket SW 41 Ti.

Microscopia Eletrénica de Microscopio modelo JEOL-JEM-1400Plus do
Transmissao (MET) Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parand).
Espalhamento dinédmico de luz Prometheus Panta (Nanotemper) do Instituto

(DLS) e Fluorimetria Diferencial de

Varredura em
(nanoDSF)

Leitor de placas

nanoescala

Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parana).

Leitor de microplacas BioTek ELX 800

Fonte: elaborada pela autora, 2022.



Tabela 2: Tampd@es, solugbes, meios e consumiveis utilizados.
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Meios de cultura:

Luria Bertani, Lennox (LB)

LB/Agar
Terrific Broth (TB)
Antibidticos:

Ampicilina

Streptomicina

Lise Celular:

Tampao de lise

SDS-PAGE:
Tampao gel separador
Tampao gel concentrador

Solucao persulfato de amonio
(APS)

Solugéo dodecil sulfato de sédio
(SDS)

TEMED
(N,N,N’N'-Tetrametiletilenodiamina)

Tampé&o de corrida (1X)

Tampéao de amostra (2X)

Marcador

Coloracéo por nitrato de prata:

10 g/L triptona, 5 g/L NaCl, 5 g/L extrato de
levedura

1,5 % (m/v) agar em LB
#22711022 (Thermo Fischer Scientific)

Ampicilina sddica (Sigma-Aldrich)
Estoque: 100 mg/mL em 50% etanol (v/v)
Trabalho: 100 pg/mL

Sulfato de streptomicina (Sigma-Aldrich)
Estoque: 50 mg/mL em agua MilliQ
Trabalho: 75 pg/mL

50 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NacCl; 1 mM
EDTA; 1 mM PMSF; 0,1 mg/mL lisozima
(#89833, Thermo Fischer Scientific); Pierce
Universal nuclease para lise celular (#88702,
Thermo Fischer Scientific).

1,5 M Tris-HCI, pH 8.8
0,5 M Tris-HCI, pH 6.8

10 % (m/v) em Agua ultrapura

10 % (m/v) em agua ultrapura

~99 % (Sigma Aldrich)

25 mM Tris base; 192 mM glicina; 1% SDS

100 mM Tris-Cl pH 6.8; 5% 2-Mercaptoethanol;
4% SDS; 20% Glicerol; 0,4% Azul de
Bromofenol

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder #26623, Faixa de tamanho 10-260 kDa
(Thermo Fisher Scientific)

Solucdo N1 e N6: 40% etanol; 10% acido

acético
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Solucdo N2: 30% Etanol

Solucado N3: 0,02% Tiossulfato de sodio
Solucdo N4: 0,2% Nitrato de prata; 0,075%
Formaldeido (36-38%)

Solucdo N5: 6% Carbonato de sédio; 0,05%
Formaldeido (36-38%); 0,0004% Tiossulfato

de sbdio
Western Blot:
Tampao de transferéncia 25 mM Tris Base; 192 mM Glicina; 20% de
metanol
Membrana de nitrocelulose Amersham Protran 0.45 NC (GE Healthcare)
Solucéo corante Ponceau S 1% (m/v) Ponceau S em 10% HCI

Solucdo Salina Tamponada com 20 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NacCl
Tris (TBS)

Solucdo Salina Tamponada com 20 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NacCl; 0,1%

Tris e Tween 20 a 0,1% (TBST) Tween-20

Anticorpo primario Anticorpo  monoclonal anti  poli-Histidina
produzido em camundongo (#H1029, Sigma
Aldrich).

Anticorpo secundario Anti-lgG de camundongo conjugado com a

enzima peroxidase (#7076S, Cell Signaling)

Kit para revelagdo membrana Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(#32106, Thermo Scientific™)

Cromatografia de excluséo

molecular:
Tampao SEC 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10%
glicerol
Fonte: elaborada pela autora, 2022.
4.2 Bioinforméatica

As analises de bioinformatica e a evolucao artificial guiada foram realizadas pelo
Dr. Edgar Gonzalez-Kozlova, cuja metodologia resumida consta na Figura 6.
Brevemente, foram comparadas todas as proteinas de capsideo disponiveis no banco
de dados Protein Data Bank (PDB) 66 até janeiro/2017. Com base em: 1) proteinas de

capsideo com baixo grau de identidade em suas sequéncias primarias; 2) estruturas
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tercidrias semelhantes; 3) estruturas que se auto-organizam e 4) composicdo de no
maximo trés subunidades proteicas, foram selecionadas cinco proteinas de capsideos
de virus animais (Géneros: Rhinovirus, Aphthovirus, Astrovirus, Hepatovirus e
Iflavirus) e uma de virus de planta (Sobemovirus). As 6 proteinas foram mutadas
baseando-se em padrfes de mutacdo conhecidos (PAM) e, apés cada ciclo (~10% de
mutacfes na sequéncia primaria), a sequéncia mutante de cada proteina foi
selecionada de modo que fosse a mais proxima das outras 5 proteinas e com
condi¢fes de enovelamento e dindmica com probabilidade de serem viaveis. Em cada
ciclo de mutacdo e selecao aproxima-se de uma sequéncia primaria mantendo as
caracteristicas das 6 proteinas originais. O ciclo foi repetido até a obtencdo de uma
sequéncia com as caracteristicas pré-determinadas para posteriores estudos de
dindmica molecular, previséo estrutural, entre outros. Neste trabalho especificamente
foi estudada a proteina obtida a partir da proteina parental do Southern Bean Mosaic

Virus (género Sobemovirus).

4.3 Clonagem dos genes wild-SBMV e LDI-CP em vetor de expressao
Apos as andlises de bioinformética, as sequéncias de DNA dos genes das
proteinas selvagem (wildSBMV) e mutante (LDI-CP) foram cédon otimizadas para
expressdo em sistema bacteriano, sintetizados e clonados no vetor de expresséao
PET14b nos sitios de restricdo Ndel/BamHI pela empresa GenScript. Na construcéo
do mapa do vetor de expressdo (Apéndice A) foi adicionado na extremidade N-
terminal da proteina uma cauda contendo 6 residuos de histidina (His-Tag) e um sitio

de clivagem para a protease trombina.

4.4 Transformacao de bactérias quimiocompetentes

A cepa de bactéria de expressdo quimiocompetente ArcticExpress (DE3) foi
transformada por meio da técnica de choque térmico. Para a transformacao, foi
adicionado 1pl do vetor de expressao pET14b-LDI-CP (50 ng/ul) em 50 pl da bactéria
quimiocompetente e incubada no gelo durante 20 minutos. Em seguida, as células
sofreram um choque térmico: 45 segundos a 42 °C e 2 min no gelo. Apds isso,
adicionou-se 1 ml de meio LB as bactérias seguida de incubagédo a 37 °C por 60
minutos. As bactérias foram selecionadas em meio sélido LB/Agar suplementado com
ampicilina e streptomicina como antibioticos de sele¢éo. As placas foram deixadas em
estufa a 37 °C por 16 h. Apos, uma unica colonia foi coletada e um pré-inéculo foi feito

utilizando-se 10 ml de meio LB suplementado com ampicilina/streptomicina em uma
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incubadora com agitacao (37 °C, 16h, 150 rpm). Esse pré-inéculo foi estocado em

temperatura de -80°C contendo 20% de glicerol (v/v).

4.5 Expressao da proteina LDI-CP

Para 1 litro de meio TB novo suplementado com ampicilina foi transferido 2% do
pré-indculo e o cultivo foi mantido sob agitacdo a 37°C até que a densidade Optica
(DO) medida em um comprimento de onda de 600 nm estivesse entre 0,6 - 0,8. A
expressdo das proteinas recombinantes foi induzida pela adicdo de isopropil-BD-
tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracao final de 1 mM e o cultivo mantido sob
agitacdo (25 °C, 4h, 150 rpm). Aliquotas de antes e depois da indug¢do com IPTG foram
retiradas e centrifugadas a 12100 x g durante 5 min em TA, ressuspendidas em

tampéo de amostra 2X e armazenadas a -20 °C para posterior analise protedmica.

4.6 Lise celular e isolamento dos corpos de incluséo (CI)

ApoOs a expressao, as ceélulas cultivadas a partir de 1 litro de expressao foram
sedimentadas por centrifugacdo (3200 x g; 23 °C; 30 minutos) e ressuspendidas em
20 ml do tampao de lise. Seguida de incubacdo em gelo por 30 min, a lise celular foi
realizada por meio de sonicacéo durante 10 minutos (10 ciclos de 30 segundos com
intervalos de 30 segundo e amplitude de 60%) em gelo utilizando sonicador de
ponteira. Apds, os corpos de incluséo (CI) foram isolados por centrifugacédo a 3200 x
g por 60 minutos a 4 °C. Uma aliquota do sobrenadante e do pellet foi coletada,
ressuspendida em tampédo de amostra para SDS-PAGE e armazenada a -20 °C para
posterior analise. O restante do pellet, contendo os Cl, sera lavado 2X com 50 mM
Tris-HCI pH 7,5 contendo 1 mM de PMSF, e entdo armazenado em -20°C até a

utilizacéo nas proximas etapas de purificacdo da proteina recombinante.

4.7 Purificacdo da proteina LDI-CP

4.7.1 Colchao de sacarose
As etapas de purificacdo foram realizadas de acordo com Lokesh et al., 67, com
modificacdes. A primeira etapa de purificagéo foi realizada utilizando um colchéo de
sacarose com concentracdo de sacarose igual a 30% (m/v) diluida em 50 mM Tris-
HCIl pH 7,5, 1 mM de PMSF (concentracéo final) e filtrada em membrana de 0,45 pm.
Para o colchdo, 2,0 ml dos corpos de inclusdo isolados na etapa anterior foram
ajustados para um volume final de 8 ml utilizando o mesmo tampé&o citado

anteriormente. Nos tubos de ultracentrifuga foram adicionados os 2 ml da solucéo do
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colchdo de sacarose 30 % seguida dos 8,0 ml dos Cl e submetidos a
ultracentrifugacéo (200000 x g; 4 °C; 3 horas) com desaceleracdo minima. As fracbes
foram coletadas e o pellet resultante foi ressuspendido em 2,0 ml de tampéo 50 mM

Tris-HCI pH 7,5 e utilizado na proxima etapa de purificag@o por gradiente de sacarose.

4.7.2 Gradiente de sacarose

Todas as solugdes de sacarose (20, 30, 40 e 50%) utilizadas no gradiente foram
preparadas em tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM de PMSF (concentracao final)
e filtradas em membranas de 0,45 um. Em tubos de ultracentrifuga foram adicionados
lentamente 2 ml de cada solugcéo de sacarose (de 20% a 50%), no topo do gradiente
0s 2,0 ml do pellet resultante do colchdo de sacarose e entdo ultracentrifugados
(150000 x g; 4 °C; 3 horas) com desaceleracdo minima. As frac6es foram coletadas
individualmente e o pellet resultante foi ressuspendido em 1,0 ml de tamp&o 50 mM
Tris-HCI pH 7,5.

A fracdo mais pura contendo a VPL foi concentrada por ultrafiltragdo utilizando
um filtro de poro 100 kDa (Amicon Ultra Millipore) e entdo submetida a ultima etapa
de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC, do inglés Size

Exclusion Chromatography).

4.7.3 Cromatografia de exclusdo molecular

Na SEC, a separacao de proteinas e outros compostos é com base no tamanho
(ou mais especificamente nos raios de Stokes), que possui correlagdo com a massa
molecular dos analitos. As maiores proteinas ndo penetram nos poros e eluem
primeiro e as proteinas subsequentes séo eluidas em ordem decrescente de tamanho
68_

Para essa etapa utilizou-se coluna Superdex® 200 10/300 GL (diametro: 1 cm;
altura: 30 cm; volume: ~24 ml) com limite de presséo de 1,5 MPa, acoplada ao sistema
AKTA avant 25 (Cytiva, antiga GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada
com tampéao (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10% glicerol) e fluxo de 0,5
ml/min. A eluicéo foi isocratica e com fluxo constante de 0,5 ml/min. A purificacdo foi
monitorada no comprimento de onda 280 nm e as fragcOes de interesse foram
coletadas, concentradas por ultrafiltragao utilizando um filtro de poro 10 kDa (Amicon
Ultra-15 Millipore) e analisadas através de SDS-PAGE 12,5 %.
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4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes (SDS-
PAGE) é uma técnica em que ocorre a separacao de proteinas em um campo elétrico
com base na massa molecular. O uso do detergente aniénico SDS elimina em grande
parte a influéncia da carga intrinseca das proteinas, pois o SDS liga-se nas regifes
hidrofébicas e fornece carga negativa proporcional ao comprimento da cadeia
polipeptidica, fazendo com que as moléculas migrem em direcdo ao anodo (polo
positivo). Além disso, o0 SDS é associado a outro agente desnaturante que reduz as
ligacdes dissulfeto intra e intermoleculares, fazendo com que as proteinas se
desdobrem em cadeias lineares e sejam separadas apenas com base no tamanho
molecular ©°.

As amostras coletadas em cada passo do processo de expressao e purificacdo
das proteinas de capsideo foram desnaturadas por fervura (96 °C, 10 min) em tampao
de amostra desnaturante para eletroforese. As amostras e um padrdo de massa
molecular foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 12,5% segundo
Laemmli ° com amperagem de 25-30 mA por gel. Apés a eletroforese, as bandas
proteicas foram visualizadas por coloracdo com Coomassie Brilliant Blue R-250
(Apéndice B) ou por coloracdo com nitrato de prata, de acordo com Lawrence e Besir
L e Blum, Beier e Gross ’? modificado (Tabela 2), respectivamente.

Para a coloracao por nitrato de prata, apés a eletroforese o gel foi fixado com a
solugcdo N1 por 16h, seguida de lavagens de 3 x 20 min com a solucdo N2 e
sensibilizado com a solucdo N3 por exatamente 1 min. Na sequéncia, o gel foi lavado
3 x 20 segundos com agua ultrapura e impregnado com nitrato de prata (solucdo N4)
por 20 min. Apos lavagens com agua ultrapura (3 x 20s), as bandas proteicas do gel
foram reveladas com a solucdo N5. O excesso da solucao foi retirado com 2 lavagens

de 2 min com agua ultrapura e a revelagao foi parada com a solugdo N6 por 10 min.

4.9 Western Blot

Western Blot (WB) € uma técnica de imunodeteccdo de proteinas utilizando
anticorpos especificos para a proteina desejada em um suporte soélido (membrana). A
transferéncia das proteinas do gel para a membrana (p.ex. nitrocelulose) ocorre com
a aplicacdo de um campo elétrico orientado perpendicularmente a superficie do gel e
a visualizacao das proteinas por meio de anticorpos. O anticorpo especifico (anticorpo

primario) reconhece um epitopo da proteina, podendo este ser do tipo policlonal
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(identifica mais de um epitopo da proteina de interesse) ou monoclonal (reconhece
apenas um epitopo). Para a deteccdo do sinal geralmente utiliza-se um anticorpo
secundario anti-lgG do organismo no qual foi produzido o anticorpo primario, que é
conjugado com uma enzima reveladora (p.ex. Horseradish peroxidase - HRP). Na
revelacdo da membrana adiciona-se o substrato da enzima, que na presenca de
luminol gera um sinal detectavel devido a reacdo de quimioluminescéncia (Apéndice
B) 7374,

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose utilizando o mdédulo de transferéncia por 2 horas a 25V em tampao de
transferéncia. A qualidade da transferéncia foi verificada usando o corante Ponceau
S. Em seguida, a membrana foi bloqueada para evitar que os anticorpos se liguem a
membrana de forma inespecifica com uma solucao de bloqueio contendo 5% de leite
em po desnatado em tampao TBST durante 45 min, TA. A membrana foi lavada 3x de
5 min com TBST seguida de incubacdo com anticorpo primario na propor¢cao de
1:10000 em solucéo de TBST contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA) por 16
h a4 °C. Apos esse tempo, a membrana foi lavada 3x de 5 min com TBST e incubada
com o anticorpo secundario na proporcao de 1:5000 em solucdo de TBST- 5% de BSA
durante 1h, TA. Apoés lavagens de 3x 5 min com TBST e 2x 5 min com TBS, a
membrana foi incubada por 1 min com solucao de revelacdo preparada de acordo com
protocolo do fabricante do kit comercial Pierce™ ECL Western Blotting Substrate. A
deteccdo das bandas foi realizada utilizando o Fotodocumentador Chemidoc
(BioRad).

4.10 Quantificacdo proteina total

A guantificacdo de proteina total foi realizada pelo método de quantificacao
colorimétrica utilizando acido bicinconinico (BCA). O principio do método baseia-se
na reducéo de Cu?* a Cul* pela proteina em meio alcalino, formando um quelato roxo
guando Cu'* complexa com BCA, que é quantificado por meio de absorbancia
(Apéndice B) 7.

Para a quantificagdo foi utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo
Scientific), de acordo com o instru¢cdes do fabricante. Para elaboracédo a curva padréo
foram realizadas diluicdes seriadas de uma proteina padrdo (BSA) para as seguintes
concentragdes: 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg/ml. Apos incubacéo a
37 °C por 30 min., a deteccao foi realizada em leitor de placas no comprimento de
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onda 540 nm, os dados foram plotados utilizando o software GraphPad Prism verséo

5.01 e a concentracao foi obtida com a equacéo da reta da curva padréo de BSA.
4.11 Caracterizacao fisico-quimica

As analises para a caracterizagéo fisico-quimica da LDI-CP foram realizadas no
Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parana) em parceria com a Dr? Beatriz G.
Guimaraes.

A técnica de Espalhamento dinamico de luz (DLS) utiliza a disperséo da luz por
particulas em um fluido para medir seus coeficientes de difusdo e raio hidrodinadmico
(Rn). As flutuagbes na intensidade da luz espalhada s&o consequéncia do movimento
browniano aleatério das particulas, no qual particulas maiores se movem mais
lentamente. O coeficiente de difusdo e as informacdes de tamanho de particula (pela
equacao de Stokes-Einstein) podem ser obtidos a partir da analise dessas flutuacdes
76,77.

A técnica de Fluorimetria Diferencial de Varredura em nanoescala (nanoDSF) &
utilizada para o estudo da estabilidade térmica de proteinas em diferentes condicdes,
triagem de ligantes e estimativa de suas afinidades. A fluorescéncia intrinseca de uma
proteina ocorre devido a presenca de residuos de aminoacidos aroméaticos, sendo o
triptofano (Trp) o aminoacido que mais contribui para o sinal. A fluorescéncia
intrinseca do triptofano é fortemente influenciada por mudancas no microambiente da
proteina. Apos excitacdo em comprimento de onda 280 nm, 0 maximo de emissao de
fluorescéncia do Trp em um ambiente apolar € em torno de 330 nm. J& em um
ambiente polar, a intensidade de emissao de Trp geralmente diminui e o pico de
emissao sofre um desvio para o vermelho para cerca de 350 nm. Isso normalmente
ocorre quando os residuos de Trp do nucleo hidrofébico de uma proteina ficam
expostos a agua apos desnaturacao/desdobramento. No nanoDSF séo determinados
alguns parametros, onde a temperatura de fusdo ou temperatura de desnaturacéo
térmica (Tm) indica o desdobramento de 50% de uma proteina. A Tm €
experimentalmente determinada pelo ponto de inflexdo da curva sigmoidal
caracteristica do plote da razdo das emissdes nos comprimentos de onda de 330 nm
e 350 nm, quando uma rampa de temperatura linear € aplicada para desdobrar as
proteinas 782,

A amostra purificada e quantificada da LDI-CP foi previamente centrifugada a

10000 x g por 1 h, TA, inserida em capilares (Prometheus NT.48 capillaries nanoDSF
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grade standard) e analisadas no equipamento Prometheus Panta (NanoTemper)
ajustando no software as correcdes da viscosidade do tampao. As medidas de raio
hidrodinamico foram realizadas em duplicata em temperatura de 20 °C seguida dos
parametros térmicos em uma faixa de temperatura de 20 °C a 90 °C com incremento
de 1 °C/min para o desdobramento e redobramento proteico. Os dados de DLS e

nanoDSF foram analisados utilizando o software do equipamento.

4.12 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As andlises de microscopia eletrdnica de transmissdo da amostra purificada e
quantificada da LDI-CP foram realizadas no Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz
Parana) pela Dr? Lia Carolina Medeiros.

Na microscopia eletronica de transmissao (MET) a formacdo da imagem baseia-
se na interacdo de uma amostra ultrafina com um feixe de elétrons de alta voltagem
(10 — 120 kV). Ao atravessar o material, o feixe de elétrons interage com a matéria e
os elétrons transmitidos sé@o projetados em uma placa fotogréafica ou sdo detectados
por um sensor como uma camera CCD. Uma técnica de coloragdo amplamente
utilizada para amostras biologicas é a coloracao negativa com a utilizacdo de sais de
metais pesados, tais como uranio e molibdénio. A coloracdo negativa baseia-se na
diferenca de massa e espessura entre o material bioldgico e a coloracéo circundante,
0 que aumenta o contraste da imagem e permite a observagcdo da superficie e da
forma de uma molécula biolégica ou outra particula sem solvente. As amostras
preparadas com essa técnica de coloracdo podem ser visualizadas imediatamente no
microscoépio, permitindo a avaliagdo rapida da qualidade da estrutura biolégica. Além
disso, muitas vezes a MET é utilizada como uma técnica de triagem e otimizacao para
outros estudos estruturais que sdo mais demorados e dispendiosos, como
microscopia crioeletronica e cristalografia de raios X 81.82,

Para a analise de MET, foram utilizadas grades de cobre de malha 300
revestidas com 0,5% de Formvar e reforcadas com revestimento de carbono. Em
seguida, a amostra LDI-CP diluida (FD=10) foi depositada na grade, o excesso
cuidadosamente retirado com auxilio de papel filtro e coradas com acetato de uranila
2%, removendo o0 excesso de corante. Apds secagem em temperatura ambiente, as
grades foram analisadas em um microscopio eletrénico de transmissédo (JEOL-JEM-
1400PIlus) operando a 80 keV.
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4.13 Inoculagdo de camundongos

Para os estudos de imunogenicidade da proteina LDI-CP, foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6, provenientes do Biotério da Universidade
Federal de Santa Catarina. A manipulacao, inoculacéo e coleta de sangue dos animais
foram realizadas pelo Dr. Daniel Mendes do Laboratério de Imunobiologia-UFSC. A
autorizacdo para o uso dos animais utilizados para as imunizacdes e coletas de
sangue estéa inclusa no projeto ja aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob o nimero 8278290818.

Os camundongos foram expostos, via intraperitoneal, a uma dose de 4,5 ug da
proteina LDI-CP na presenca de 50 pl do adjuvante incompleto de Freund (Sigma) e
150 ul de solucéo salina. O protocolo de imunizacao (Figura 7) foi repetido 7 e 21 dias
apos a 12 inoculacdo seguidas de coletas de sangue para a retirada do soro. A
eutanasia dos trés animais ocorreu 35 dias ap6s a 12 inoculacéo seguida da remocéo
do sangue por meio de puncéo cardiaca para a separacdo do soro contendo os
anticorpos anti-LDI. Além disso, foram coletadas amostras de sangue antes da
inoculacdo com a proteina (soro pré-imune) e semanalmente apds a primeira
inoculacdo. O sangue coletado foi mantido em TA por 30 min e em seguida, mantido
a 4 °C por 30 min para formacao e retencado do coagulo, facilitando assim a coleta do
soro. Apds, para a separacdo da fracdo correspondente ao soro, o sangue foi
centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos. O soro dos animais foi armazenado em
-20 °C e posteriormente utilizado como anticorpo primario em WB, nas dilui¢cdes 1:500,
1:1000 e 1:2000.

Figura 7: Esquema do protocolo de imuniza¢do. Camundongos C57BL/6 foram imunizados (dia 0)

com o antigeno LDI-CP e submetidos a um novo desafio sete e 21 dias apés. O sangue foi coletado
semanalmente apos a 12 inoculagéo.

Animais Adultos (a partir de 4 semanas de vida)

Inoculagéo: Via intraperitoneal
‘ N° animais: 3

Linhagem: C57BL/6 (Black)

i [LDI-CP]: 4,5 pg/animal
i i 24 3a
Inoculagdo |noculagéo Inoculagéo

1 1 l

|Dia0 | 7° dia |14° dia | 21° dia | 28° dia
1 |

I |
Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta

sangue sangue sangue sangue sangue
D-0 D-7 D-14 D-21 D-28

Eutanasia
I dos animais

Fonte: elaborada pela autora, 2022.
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4.14 Segurancga no laboratdrio e tratamento de residuos

Todos os integrantes do Laboratério de Imunobiologia participam de um curso
de biosseguranca para orientagdes de boas praticas e seguranca no laboratério.
Neste curso sdo tratadas questbes referentes aos niveis de biosseguranca do
laboratorio, equipamentos de protecdo individual e coletiva, risco e manipulacéo
correta de reagentes frequentemente utilizados no laboratério, uso correto dos
equipamentos, descarte dos residuos perigosos, entre outros.

As bactérias sdo manipuladas em capelas de fluxo laminar e reagentes quimicos
volateis ou toxicos sdo manipulados em capelas de exaustdo. Os residuos das
atividades realizadas no laboratério sdo, na maioria, de natureza biolégica, sendo
descartados em sacos brancos identificados e em alguns casos esterilizados em
autoclave e descartados como lixo comum. Residuos quimicos sdo segregados,
identificados e encaminhados para o descarte. Materiais perfurocortantes séo
descartados no coletor de perfurocortantes imediatamente ap0s o uso. Tubos e
vidrarias que foram utilizadas para o cultivo de bactérias passam por desinfeccdo com
solucéo de hipoclorito de sodio 2%. Equipamentos de protegéo individual (EPI’s) sdo
fornecidos e estéo disponiveis, entre eles 6culos de protecao, luvas e jalecos.

No Apéndice C estdo relacionados os reagentes quimicos utilizados nesse
trabalho que possuem pictogramas de perigo segundo a classificacdo da Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina LDI-CP com a cauda de histidina e o sitio de trombina possui 281
aminoacidos (261 amino&cidos somente a LDI) com massa molecular e ponto
isoelétrico tedricos de 29840,82 Da e 9,11, respectivamente, de acordo com o
programa Expasy ProtParam 83, Através da massa molecular do monémero pode-se
identificar a proteina com as técnicas de SDS-PAGE e Western Blot. Com base no pl
tedrico, as etapas de purificacao foram realizadas em tampéao Tris-HCI pH 7.5, ou seja,
pelo menos uma unidade abaixo do pl para evitar precipitacdes da proteina alvo e

minimizar a formacao de agregados proteicos.

5.1 Expressao, purificacdo e quantificacdo da proteina LDI-CP

Inicialmente, testes de expresséo da proteina LDI-CP foram realizados utilizando
a cepa de E. coli BL21 (DE3) em temperatura de 30 °C por 16h. Apds a lise celular, o
teste de solubilidade demonstrou que a proteina se encontrava inséluvel nos corpos
de inclusédo (dados ndo mostrados). Com a finalidade de melhorar a solubilidade da
LDI-CP, a cepa ArcticExpress (DE3) foi transformada com o vetor pET14b-LDI-CP e
novos testes de expressao e solubilizagcdo foram realizados em meio TB, 25 °C nos
tempos de 4h e 16h de expressédo apdés inducdo com 1 mM de IPTG. O resultados do
WB (Figura 8) demonstra que a proteina LDI-CP foi expressa em ArcticExpress (DE3)
no tamanho esperado (~30 kDa) e, como observado para a cepa BL21 (DE3), a
proteina esta presente na fracdo insoluvel (Cl). No entanto, a expressdao em
ArcticExpress (DE3) da proteina LDI-CP necessitou de menos tempo em comparagao
com a cepa utilizada anteriormente, dessa forma, a melhor condi¢do escolhida para a

expressado da LDI-CP foi em bactéria ArcticExpress (DE3) a 25 °C por 4h.

Figura 8: Perfil proteico da expresséo de LDI-CP em ArcticExpress (DE3). A) SDS-PAGE 12,5%,
coloracé@o por Coomassie Brilliant Blue e B) Western Blot, anticorpo primario: anticorpo monoclonal
anti poli-Histidina (1:10000). M: Marcador de peso molecular; bi: antes da inducdo com IPTG; S:
sobrenadante apoés lise celular e P: Pellet contendo Cl. Caixa preta tracejada indica a LDI-CP.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.
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A expressdo heter6loga de proteinas que formam VLPs ja foi relatada em
diversos sistemas de expressdo, como bactérias*>4367.8485 leveduras 8, células de
insetos 8788 e células de mamiferos >487. Dentro disso, existem relatos de expressado
de proteinas sollveis*36788 e insollveis 428485 quando lise celular foi aplicada.

A purificagdo da proteina mutante LDI-CP dos CI foi realizada por meio de
fracionamento em gradiente de densidade utilizando diferentes concentracdes de
sacarose. Particulas com densidades diferentes se deslocam dentro de um gradiente,
por meio de ultracentrifugacgéo, até atingirem um equilibrio de densidade.

Para melhorar a eficiéncia do isolamento da LDI-CP, foi realizada uma primeira
etapa de purificacéo utilizando um colchdo de sacarose (CS) com uma concentracéo
igual a 30% (m/v). Outros trabalhos que fazem uso de uma etapa de colchdo de
sacarose para a purificagdo ou concentracdo de VLPs empregaram uma metodologia
semelhante a utilizada para a purificacdo de LDI-CP. Podem ser citados a purificacdo
da VLP de Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) com um colchdo sacarose de 20%
e um colchdo de 30% para a VLP de poliomavirus murino 88, A metodologia
utilizando o colch&o de sacarose demonstrou ser eficiente para tornar a proteina LDI-
CP solavel e remover uma quantidade consideravel de impurezas, como pode ser
observado ao comparar as canaletas 1 com as canaletas 2 e 3 da Figura 9. Em
seguida, o pellet resultante do colchdo de sacarose foi submetido a uma segunda
etapa de purificacdo em um gradiente de sacarose (GS) de 20 a 50%. Com essa
etapa, a proteina de interesse ficou concentrada majoritariamente em uma Unica
fracdo do gradiente (30% — canaleta 5 da Figura 9) e houve um aumento da pureza.

Figura 9: Perfil proteico da purificacdo da LDI-CP por colch@o de sacarose (CS) e gradiente de
sacarose (GS). A) SDS-PAGE 12.5%, colorag&o por nitrato de prata e B) Western Blot, anticorpo
primario: anticorpo monoclonal anti poli-Histidina (1:10000). M: Marcador de peso molecular; 1:

Fracao superior; 2: colch@o 30%; 3: Pellet CS; 4-7: 20-50% fracdes GS; 8: Pellet GS. Caixa preta
tracejada indica a posi¢éo da LDI-CP.
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Com base nesses resultados, assim como estudos anteriores realizados pelo Dr.
Edgar, em que foi observado a formacdo de nanoparticulas montadas dentro de
células (Anexo A), a proteina LDI-CP purificada poderia também se apresentar em
uma forma homo-oligomérica em solugdo com massa molecular maior que 100 kDa.
Com isso em mente, submeteu-se a fracdo 30% oriunda do gradiente de sacarose a
ultrafiltracdo com filtro de poro 100 kDa na tentativa de remover contaminantes
menores e concentrar a proteina alvo. Apesar da solucédo contendo a LDI-CP ainda
apresentar contaminantes, a proteina se concentrava majoritariamente na fracao
retida, indicando que possivelmente estdo presentes oligdmeros maiores que 100
kDa. Dessa forma, esse resultado demonstra um indicio da capacidade de
autoassociacao e formacao de VLP da proteina sintética LDI-CP em solucéo (Figura

10 canaletas 1 e 2).

Figura 10: Perfil proteico da purificacéo da LDI-CP por cromatografia de exclusdo molecular. A) SDS-
PAGE 12.5%, coloragéo por nitrato de prata e B) Western Blot, anticorpo primario: anticorpo
monoclonal anti poli-Histidina (1:10000). M: Marcador de peso molecular; 1: fragdo nédo retida (100
kDa); 2: Fracéo injetada; 3-6: Fracdes coletadas da SEC. Caixa preta tracejada indica a posi¢édo da
LDI-CP.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Com o intuito de remover os contaminantes ainda restantes, foi realizada uma
cromatografia de exclusdo molecular. A Figura 11 demonstra o resultado da
purificacdo da LDI-CP por SEC, onde observou-se um pico majoritario de intensidade
de absorbancia (Az2s) de 420 mAU. Apds analises em WB, ficou confirmado a
presenca da proteina LDI-CP nas fracfes coletadas no centro do pico (canaletas 5 e
6, Figura 10) no tamanho esperado (~30 kDa). Embora o grau de pureza da amostra
aumentou quando utilizada a SEC, ainda existem contaminantes com massas
moleculares entre 70 a 100 kDa sendo purificados juntamente com a LDI-CP. Em
virtude dos varios passos de purificacdo realizados e também como os contaminantes

foram eluidos juntamente com a proteina LDI-CP, foi levantada a hipétese de que as
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proteinas contaminantes oriundas da bactéria interagem muito fortemente com a

proteina alvo.

Figura 11: Cromatografia de exclusdo molecular da fracédo 30 % resultante do gradiente de sacarose.
No eixo Y do cromatograma temos a absorbéncia medida em 280 nm (mAU) e no eixo X o volume de
eluicdo (ml). Foi observada uma fragao retida majoritaria em um volume de aproximadamente 8 mi
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Fonte: gréafico gerado pelo software Unicorn7 do AKTA avant e editada pela autora, 2022.

Para a quantificacao de proteina total na fracao do pico da proteina (canaletas 5

e 6, Figura 10) foi utilizado o kit comercial BCA Protein Assay com deteccado por

absorbancia em 540 nm e para a curva de calibracao utilizou-se uma solucéo de

concentracdo conhecida de BSA em diferentes diluicdes. A curva padrao obtida se

encontra na Figura 12, em que se observa que o ajuste linear foi satisfatério (R? =

0,995), sugerindo seguridade quanto a técnica de quantificacdo. A concentracdo da

proteina utilizando a equacéo da reta foi de 0,278 mg/ml ou 278 ng/ul.
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Figura 12: Curva padrao para quantificacdo da proteina LDI-CP.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

5.2 Inoculagcao de camundongos

Com o intuito de produzir ferramentas para posteriores analises, camundongos
C57BL/6 foram inoculados com a proteina LDI-CP purificada e a especificidade dos
soros imunes e pré-imunes foram analisadas pela técnica de Western Blot. Esses
resultados foram obtidos por meio de uma colaboragcdo com o Dr. Daniel Mendes
(Laboratério de Imunobiologia-UFSC).

O soro pré-imune (D-0), ou seja, de animais ndo imunizados com a proteina, ndo
demonstrou reatividade na presenca da proteina LDI-CP, confirmando a auséncia de
anticorpos anti-LDI nos animais antes da primeira inoculacéo (Figura 13). Em relacao
aos soros imunes, foi possivel observar a presenca de bandas correspondentes ao
peso molecular da proteina LDI-CP (~30 kDa), demonstrando a eficiéncia das
inoculagdes com LDI-CP para a geracdo de uma resposta imune nos camundongos e
producao de anticorpos policlonais anti-LDI. Conforme esperado, o soro imune (D-28)
nao foi reativo contra os controles negativos utilizados (a proteina BSA e o tampéao

utilizado para a inoculagéo - PBS).
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Figura 13: Western blot da proteina LDI-CP purificada (1 pg/poco) utilizando soro de camundongos
imunizados na diluigdo de 1:500. M: Marcador molecular (kDa); D-0: Soro pré-imune; D-7/28: Soro 7-
28 dias ap6s a imunizagao com LDI-CP; Anti-His: anticorpo anti poli-Histidina (controle +); BSA:
Albumina de soro bovino 1 pg/pogo (Controle -); PBS: Solucéo salina (Controle -). Caixa preta
tracejada indica a posicéo da LDI-CP.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Apesar do sucesso na producao de anticorpos anti-LDI, a amostra contendo a
proteina LDI-CP néo se apresentava totalmente purificada. Por conseguinte, também
ocorreu a producdo de anticorpos contra proteinas contaminantes desconhecidas
oriundas da bactéria, conforme previamente observado no gel de poliacrilamida
corado com nitrato de prata (canaletas 5 e 6, Figura 10). Para utilizagéo futura, como
anticorpo primario para deteccéo da proteina LDI-CP por WB, o soro deve passar por
processos de purificacdo cromatografica.

Uma vez observada deteccdo da LDI-CP na diluicdo 1:500, outras diluicées do
soro D-28 foram feitas para averiguar o limite de detecg&o dos anticorpos na presenga
da proteina em diferentes concentracdes (0,03 - 1 ug) por WB. Conforme resultado da
Figura 14, nas diluicdes 1:1000 e 1:2000, o soro foi eficiente para deteccao da proteina
LDI-CP pela técnica de WB, pois foi possivel observar a banda referente a LDI-CP.
Em ambas dilui¢cdes, a proteina foi detectada até uma concentracéo de 0,06 pg, sendo
esse o limite de deteccao para essas diluicdes de soro. Além disso, pode-se observar
um limite de deteccdo semelhante entre o anticorpo monoclonal anti-poliHistidina,
(diluicdo 1:10000) e o observado para o soro policlonal. Com isso, o soro D-28
produzido em camundongos pode ser utilizado de forma satisfatéria para deteccbes
futuras da proteina alvo sem a necessidade da His-Tag da proteina.
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Figura 14: Western blot da proteina LDI-CP purificada em diferentes concentragées (0,03 -1 ug)
utilizando soro de camundongos pré-imune e soro 28 dias ap6s a imunizagao com LDI-CP nas
diluigbes de 1:1000 e 1:2000. D28: soro 28 dias ap0ds a imunizagdo com LDI-CP; Anticorpo anti poli-
Histidina (controle +); BSA: Albumina de soro bovino 1 pg/pocgo (Controle -); PBS: Solucéo salina
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

5.3 Caracterizacao fisico-quimica

A proteina purificada e com concentracdo determinada (0,278 mg/ml) foi
analisada utilizando espalhamento dindmico de luz. Esses resultados foram obtidos
por meio de uma colaboracdo com a Dr2 Beatriz G. Guimarédes (ICC/Fiocruz Parana).
Antes das medi¢cBes, a amostra foi centrifugada para a remocao de quaisquer
agregados proteicos ndo estruturados que podem estar presentes e prejudicar a
analise. Como mostrado na Figura 15, o DLS mostrou trés populagdes, sendo que a
populacdo majoritaria possui um raio hidrodindmico de aproximadamente 30 nm na
condicdo de tampao e aditivos utilizados, em pH 7,5.
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Figura 15: Espalhamento dinamico de luz de LDI-CP purificada em pH 7,5.
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Fonte: grafico gerado pelo software Prometheus Panta e editado pela autora, 2022.

A polidispersdo em DLS € usada para descrever a largura da distribuicdo do
tamanho das particulas. O indice de polidispersdo (PDI) fornecido pela maioria dos
softwares de instrumentos é um parametro calculado a partir de uma andlise de
cumulantes da funcdo de autocorrelacdo de intensidade medida por DLS 7.
Normalmente, para uma distribuicdo de tamanho de particula monodispersa o valor
de PDI é menor que 0,2 7. O valor de PDI para a amostra de LDI-CP analisada em
pH 7,5 e 20 °C foi de 0,31. Portanto, embora a intensidade de distribuicdo das
populacdes de maior tamanho tenha sido baixa, essa amostra de LDI-CP ndo pode
ser considerada como monodispersa. O alto valor de PDI pode estar relacionado a
pureza parcial da amostra, extrema sensibilidade do DLS a presenca de agregados e
também ao erro inerente de 10-15% da prépria técnica (espalhamento de banda
aparente) °091, Além disso, ja foi relatado que em baixas concentracdes de particulas
tanto o tamanho como o valor de PDI podem ser superestimados ’’. Sendo assim,
outro fator que pode ter contribuido para esse resultado seria a baixa concentracéo
da proteina analisada.

Tendo em vista que processos de producao, transporte e armazenagem podem
causar estresse térmico em proteinas, € de extrema importancia o conhecimento do
efeito da temperatura sobre a inducdo de agregados proteicos %2, especialmente para
produtos biotecnolégicos baseados em proteinas (como vacinas e entrega
direcionada). Portanto, a estabilidade térmica de proteinas, dentre outras, & uma
caracteristica desejavel, pois diminui a probabilidade de formac&o de agregados e

geralmente esta associada a uma melhor tolerancia contra agentes desestabilizadores
93
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Para o estudo da estabilidade térmica da proteina LDI-CP, foi analisada a
mudanca na fluorescéncia intrinseca do triptofano com o aumento da temperatura em
um dispositivo nanoDSF. Como comentado anteriormente, a desnaturacao proteica
causa uma alteragdo no microambiente dos residuos de Trp, revelada pela mudanca
na razao das emissodes de fluorescéncia em 350 e 330 nm, sendo o ponto de inflexado
a Tm. O resultado de nanoDSF mostra que a Tm da proteina LDI-CP foi de 46 °C,
correspondendo a uma porcentagem de desnaturacao proteica de 50% (Figura 16 A).
Essa temperatura foi determinada com maior precisdo pelo maximo da primeira
derivada da razdo 350nm/330nm (Figura 16 B). A Tm de LDI-CP esta de acordo com
as temperaturas de desnaturacao térmica geralmente observadas para proteinas, que
se encontram na faixa 40 °C - 80 °C %2, A determinacdo da Tm € importante pois o
armazenamento da proteina deve ser feito bem abaixo dessa temperatura, o que é
essencial para futura logistica de produtos.

A turbidez de solucbes aquosas de proteinas depende da concentracdo, da
presenca de particulas ndo dissolvidas e do tamanho das particulas e tem sido usada
para a deteccdo de agregados, pois um aumento pronunciado na turbidez de uma
solucéo proteica € indicio de agregacéo °2. O gréafico que indica a variacéo da turbidez
com o aumento da temperatura demonstra que o aumento da temperatura causou o
aumento na turbidez da solucao, devido a formacéo de agregados, principalmente a
partir de 40,5 °C (Figura 16 C). De forma correlata, o grafico que indica a variacéo do
raio cumulante com o aumento da temperatura demonstra um aumento significativo
no tamanho médio das particulas a partir de uma temperatura de 37 °C (Figura 16 D),
novamente devido a formacéo de agregados proteicos.

Assim, em conjunto esses resultados indicam que a proteina LDI-CP demonstra
estabilidade térmica em temperatura ambiente até uma temperatura maxima de 37 °C
no sistema tampao e forga i6nica utilizados. Embora a proteina LDI-CP tenha boa
estabilidade térmica nas condi¢des de trabalho (temperatura de 20 °C) foi observado
gue a desnaturacao é irreversivel, pois a proteina nao foi capaz de se reenovelar com
a reversao da temperatura para 20°C apos a formacao de agregados induzidos pelo

aumento da temperatura.
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Figura 16: Analises de nanoDSF de LDI-CP em pH 7,5.
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Fonte: Gréfico gerado pelo software Prometheus Panta e editado pela autora, 2022.

54  Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET)

As andlises da amostra em microscopia eletrénica de transmissdo com coloracao
negativa foram realizadas por meio de uma colaboragcdo com a Dr? Lia Carolina
Medeiros (ICC/Fiocruz Parand). O uranio do acetato de uranila utilizado em coloragéo
negativa reage com grupos fosfato e amino, corando proteinas, acidos nucleicos e
membranas lipidicas %*.

As micrografias eletrénicas de transmisséo de LDI-CP demonstraram a presenca
de particulas com tamanhos de 20 nm (setas pretas) (Figura 17). Os resultados
apontam para a capacidade da LDI-CP de formar uma estrutura quaternaria pela
autoassociagdo espontanea dos mondémeros em solugéo. O didmetro medido através
do software do microscépio para a amostra purificada foi o0 mesmo para aquele
observado dentro da célula (20 nm). Entretanto, ndo foram observadas particulas
esféricas e simétricas caracteristicas para essas particulas no ambiente celular
(Anexo A). A observagdo de particulas achatadas pode estar relacionada a uma
condicao subotima para a formacéo da VLP (tampdao, pH, forca ibnica, etc), presenca

da His-Tag que pode influenciar na topologia da particula, auséncia de cofatores
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(como ions metalicos) e processos preliminares de concentracdo da amostra. Além
disso, VLPs sem uma estrutura de suporte interna (pela encapsulacdo de material
genético, por exemplo) sdo mais propensas a ter sua forma distorcida durante a
preparagdo da amostra para MET 88, Portanto, a presenca de particulas achatadas,
artefatos de imagem e ruido de fundo podem ter dificultado uma caracterizagdo mais
detalhada da VLP-LDI através de MET com coloracdo negativa.

Novas analises de MET em diferentes condi¢cdes (por exemplo, solucdo
tamponante, pH) precisam ser realizadas ap0s a padronizacdo da purificacdo da
proteina. MET servird como uma técnica de triagem e otimizacdo para crio-EM, que
tem papel fundamental na confirmacdo do sucesso do projeto de VLPs artificiais de
LDI-CP e também para destacar quaisquer desvios da estrutura prevista pelo modelo

gerado in silico.

Figura 17: Micrografias eletrénicas de transmissdo com coloracédo negativa em diferentes amplitudes
de tamanho.

Scale bar: 50 nm

Fonte: imagens geradas por camera digital com CCD de 8 megapixels acoplada ao equipamento
JEOL JEM-1400Plus

O desenvolvimento de VLPs artificiais, como no presente trabalho, é uma area
relativamente nova de pesquisa em nanoparticulas de proteina. No entanto, estudos
na literatura demonstram o potencial dessas abordagens na area da
nanobiotecnologia. Hsia et al.,% projetaram computacionalmente uma nanoparticula

icosaédrica de 25 nm que se autoassocia a partir de blocos de construg¢éo de proteinas
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triméricas, cuja estrutura foi confirmada por crio-EM e demonstrou-se semelhante a
pequenos capsideos virais. Em outro estudo, Bale et al.,%®, também utilizando
abordagens computacionais, desenharam varios complexos de proteinas
icosaédricas de dois componentes formados a partir de blocos de construgéo
diméricos, triméricos ou pentaméricos. As estruturas de algumas nanoparticulas de
proteinas produzidas por Bale et al.°, foram determinadas por microscopia
eletrbnicalcristalografia de raios X e correspondiam as arquiteturas previstas in silico.
Posteriormente, modificagdes nessas nanoparticulas possibilitaram o empacotamento
de seu proprio RNA mensageiro (MRNA) % e ancoragem/apresentagdo na superficie
externa de uma variante de glicoproteina do virus sincicial respiratério, mostrando

também seu potencial promissor como uma vacina baseada em estrutura °,

5.5 Comparacao com a proteina wildSBMV

Atualmente, a maneira mais comumente utilizada para a purificacdo de particulas
virais da proteina selvagem de SBMV (wildSBMV) ocorre pela extracdo de folhas de
plantas infectadas, como no trabalho de Mariutti et al.,®. Esse tipo de metodologia
envolve longos tempos para a producédo da proteina pura e possui algumas limitacoes
moleculares relacionadas a modificacbes genéticas. A expressao heterdloga em
bactérias como a utilizada neste trabalho surge como uma alternativa interessante, ja
gue a facil producdo e manipulacéo genética de VLPs possui grandes implicacdes em
ciéncia e tecnologia *3.

Assim como para LDI-CP, a proteina wildSBMV também foi expressa em E. coli
BL21 (DE3) e foi realizada uma tentativa de purificagdo empregando a mesma
metodologia. Esse resultado (Apéndice D) demonstrou que, de forma semelhante a
LDI-CP, a wildSBMV também se torna sollvel e concentrada majoritariamente na
fracdo 30% do gradiente de sacarose. Embora outros experimentos utilizando a
proteina selvagem ndo tenham sido realizados, pode-se concluir que as proteinas LDI-
CP e wildSBMV apresentam comportamento similar quando submetidas a
ultracentrifugacédo em colchéo e gradiente de sacarose.

As VLPs observadas para LDI-CP possuem um diametro externo semelhante ao
de uma particula viral nativa de SBMV (~28 nm) 1%, Desde a resolucéo estrutural de
SBMV, sabe-se que a integridade estrutural das particulas desse virus (virions)
depende de ions divalentes (Mg?* e Ca?*) e que o pH influencia na montagem das

particulas %, Portanto, é plausivel a sugestéo anterior que as diferencas observadas
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para o tamanho e a morfologia das particulas advém das condi¢ées ndo otimizadas
do meio.

Embora a identidade entre as sequéncias das proteinas LDI-CP e wildSBMYV seja
abaixo de 17,5%, a LDI-CP apresenta propriedades fisico-quimicas e capacidade
funcional de autoassociacdo semelhantes a proteina selvagem utilizada como ponto
de partida para a evolucédo artificial guiada. Apesar da plasticidade da sequéncia de
aminoacidos é plausivel sugerir que o arranjo estrutural natural seja mantido. Por isso,
€ importante entender como essa nova proteina se dobra, o que governa a
montagem/interacdo consistente das subunidades e formagdo de nanoparticulas
proteicas e como a organizacgao estrutural se correlaciona com a funcdo. Conforme
aumenta o conhecimento cientifico a respeito de VLPs artificiais, aumentam também
as ferramentas que possibilitam otimizar e modificar essas estruturas tdo versateis

para aplicagbes como sistemas de entrega de medicamentos ou vacinas artificiais.



49

6 CONCLUSOES

Os recentes avangos em técnicas computacionais e experimentais resultaram
no desenvolvimento de varias proteinas de capsideo artificiais, que foram produzidas,
caracterizadas e aplicadas em diversas areas. Visando produzir uma VLP artificial,
esse trabalho continuou um estudo in silico no qual foi produzida, via evolucéo artificial
guiada, uma proteina artificial com potencial para formar uma nanoparticula.

A proteina LDI-CP foi expressa de forma heter6loga em sistema procarioto,
apresentando-se na fracao insolavel nas duas cepas utilizadas. Apds as purificacdes,
a proteina recombinante foi obtida de forma sollvel e parcialmente pura, pois
proteinas contaminantes oriundas da bactéria foram eluidas juntamente com a
proteina alvo, provavelmente devido a uma forte interacao.

Com a caracterizagéo fisico-quimica da proteina LDI-CP foram obtidos indicios
de sua capacidade funcional de autoassociacdo espontanea e formacdo de uma
nanoparticula proteica. Apesar de que a amostra parcialmente purificada de LDI-CP
nao se encontrava monodispersa, a populagdo majoritaria observada apresentou um
tamanho similar de capsideos de pequenos virus icosaédricos. Determinou-se
também que a proteina LDI-CP é estavel em temperatura ambiente e o aumento da
temperatura provoca a formacao irreversivel de agregados proteicos.

Além disso, foram produzidos anticorpos policlonais anti-LDI em camundongos,
que podem ser uma ferramenta para posterior detec¢céo da proteina.

A purificacdo total da proteina foi dificultada principalmente devido a formacéao
de corpos de inclusdo com a proteina, o que acabou influenciando outras andlises.
Ademais, ndo foram observadas particulas esféricas e simétricas de VLP-LDI em
virtude de uma condicdo subdtima para a formacgéo da VLP artificial, ja que uma Unica
condicao foi aqui testada.

Esse trabalho representa um avango nos processos de expressao e purificacédo
da proteina inédita LDI-CP, mas otimizacdes adicionais sdo necessarias. Foi possivel
obter indicativos de que a proteina mutante exerce a funcao pela qual foi proposta,
sendo que os dados aqui apresentados revelaram que a VLP-LDI apresenta
propriedades fisico-quimicas e tamanho semelhante a VLP selvagem, apesar da baixa

identidade de sequéncia entre as proteinas.
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7 PERSPECTIVAS

Dentre as perspectivas desse trabalho esta a expresséo da proteina LDI-CP em
cepas de ArcticExpress (DE3) e em temperatura mais baixas (entre 10-13 °C se
possivel), fazendo uso de uma incubadora de baixa temperatura. ISso porque, como
comentado anteriormente, uma temperatura mais baixa pode representar uma
estratégia para aumentar a producdo de proteina solivel e com isso métodos de
purificacdo da proteina a partir da fracao soltvel podem ser adotados. Outra estratégia
interessante € a mudanca do sistema de expressdo para ceélulas de mamifero
HEK293T, com adicdo de um peptideo sinal ao N-terminal da proteina LDI-CP. Com
isso, a proteina sera processada e enderecada para o exterior da célula, tornando a
lise celular desnecessaria e, consequentemente, diminuindo a interacdo de
contaminantes proteicos provindos da célula com a LDI-CP.

Apoés a padronizacdo da purificacdo de LDI-CP, novas andlises estruturais da
proteina LDI-CP, envolvendo MET, Crio-microscopia eletrénica e dicroismo circular
serdo importantes. Com isso, sera possivel retornar ao ponto de evolugéo artificial
guiada, comparar os resultados experimentais com 0os computacionais e buscar novas
relacfes estruturais das proteinas de capsideo que resultam em sua funcao.

Por fim, espera-se explorar as potenciais aplicacdes de VLPs artificiais com a
nanoparticula produzida por LDI-CP, como para vacinas e nanocarreadores para
entrega direcionada.
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ANEXO A — VLPs de LDI-CP produzidas em bactérias E. coli BL21 (DE3) observadas por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo. As particulas possuem cerca de 20 nm.
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APENDICE A — Mapa do vetor de expressdo pET14b contendo os genes das proteinas selvagens

wildSBMV (esquerda) e LDI-CP (direita).
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APENDICE B — Estruturas e reagées relevantes.

A) Tampao Tris-HCI
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APENDICE C- Reagentes quimicos e pictogramas de perigo GHS.

Composto Pictograma de perigo GHS
Acrilamida 30% GHS06; GHS08
Ampicilina sédica GHSO08

Sulfato de streptomicina GHSO07; GHSO08

Acido acético glacial GHS02;: GHS05; GHS07
Etanol absoluto GHS02

APS GHSO03; GHS07; GHS08
EDTA GHSO07

Acido cloridrico >25% GHS05; GHS07
2-Mercaptoetanol GHS06; GHS09

PMSF GHS06; GHS05

SDS GHS02; GHS06

TEMED GHS02; GHS05; GHS07
Tris Base GHSO07

Fonte: elaborada pela autora, 2022.

BHOOSDS®

GHS02 GHSO03 GHSO05 GHS06 GHS07 GHSO08 GHS09

Fonte: Disponivel em: <https://www.osha.gov/dsg/hazcom/pictograms/index.html>. Acesso em:

marco, 2021.


https://www.osha.gov/dsg/hazcom/pictograms/index.html

APENDICE D - Perfil proteico da purificacio da wildSBMV por colchéo de sacarose (CS) e gradiente
de sacarose (GS). A) SDS-PAGE 12.5%, coloracdo por nitrato de prata e B) Western Blot, anticorpo
primario: anticorpo monoclonal anti poli-Histidina (1:10000). M: Marcador de peso molecular; 1:
Frag&o superior; 2: colchdo 30%; 3: Pellet CS; 4-7: 20-50% fragbes GS; 8: Pellet GS. Caixa preta
tracejada indica a posicao da wildSBMV (30526,23 Da).
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APENDICE E - Licencas Elsevier
Thank you for your order!

Dear Fablane Stoffel,

Thank you for placing your order through Copyright Clearance Center's RightsLink®
service.

Order Summary
Licenses: LUFSC
Order Date: Mar 21, 2022
Order Number: 5273800207250
Publication: Elsevier Books
Title: Wirus Taxonomy
Type of Use: reuse in a thesis/dissertation
Order Total: 0.00UsD

Wiew or print complete details of your order and the publisher's terms and conditions.

Sincerely,

Copyright Clearance Center

Thank you for your order!
Dear Fabiane Stoffel,

Thank you for placing your order through Copyright Clearance Center's RightsLink®
service.

Order Summary
Licensee: UFSC
Order Date: Mar 21, 2022
Order Mumber: 5273830538599
Publication: Elsevier Books
Title: Encyclopedia of Virology
Type of Use: reuse in a thesis/dissertation
Order Total: 0.00 UsSD

View or print complete details of your order and the publishers terms and conditions.

Sincerely,

Copyright Clearance Center
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