i

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE RONDONIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA EXPERIMENTAL
FUNDACAO OSWALDO CRUZ - RONDONIA

SORAYA DOS SANTOS PEREIRA

SELECAO E CARACTERIZACAO DE NANOCORPOS DE CAMELIDEOS CONTRA O
ANTIGENO RECOMBINANTE DO SEGMENTO-S DE HANTAVIRUS, CEPA
ARAUCARIA

PORTO VELHO- RO
2013



SORAYA DOS SANTOS PEREIRA

SELECAO E CARACTERIZACAO DE NANOCORPOS DE CAMELIDEOS CONTRA O
ANTIGENO RECOMBINANTE DO SEGMENTO-S DE HANTAVIRUS, CEPA
ARAUCARIA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em  Biologia  Experimental
PGBIOEXP da Fundacdo Universidade
Federal de Rond6nia — UNIR, como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Doutor.

Orientador: Prof.Dr. Rodrigo Guerino Stabeli
Co-orientador(a): Profa.Dra. Carla Freire
Celedonio Fernandes

PORTO VELHO-RO
2013



P4361s

FICHA CATALOGRAFICA
BIBLIOTECA PROF. ROBERTO DUARTE PIRES

Pereira, Soraya dos Santos
Selecdo e caracterizacdo de nanacorpos de camelideos contra recombinante

do segmento-s de hantavirus, cepa araucaria / Soraya dos Santos Pereira. Porto

Velho 2014.
96 f.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Guerino Stabeli
Co-Orientador: Prof®. Dr®. Carla Celedonio Fernandes

Tese (Doutorado em Biologia Experimental) Fundagao Universidade Federal
de Ronddnia

1. Nanacorpo 2. VHH 3. Phage display 4. Hantavirus |. Stabeli, Rodrigo Guerino;
Fernandes, Carla Celedonio |I. Titulo

CDU: 5T8.5

Bibliotecaria Responsavel: Ozelina Saldanha CRB11/947



SORAYA DOS SANTOS PEREIRA

SELECAO E CARACTERIZACAO DE NANOCORPOS DE CAMELIDEOS CONTRA O
ANTIGENO RECOMBINANTE DO SEGMENTO-S DE HANTAVIRUS, CEPA
ARAUCARIA

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Experimental PGBIOEXP da
Fundacdo Universidade Federal de Ronddnia — UNIR, como parte dos requisitos para
obtencéo do titulo de Doutor.

BANCA EXAMINADORA

Dra Carla Freire Celeddnio Fernandes
(Presidente: Centro de Pesquisa em Medicina Tropical- CEPEM e Fundacdo Oswaldo Cruz —
Fiocruz Ronddnia)

Dr. Andreimar Martins Soares
(Fundacdo Oswaldo Cruz- Fiocruz Ronddnia)

Dr. Leonardo de Azevedo Calderon
(Universidade Federal de Ronddnia- UNIR)

Dra. Luciana Gatto Brito
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria- Embrapa Rondénia)

Dra. Claudia Nunes Duarte dos Santos
(Fundacdo Oswaldo Cruz- Fiocruz Parand)

Defesa de tese foi realizada dia 13/11/2013.

RESULTADO: APROVADO



AGRADECIMENTOS

Inicio meus agradecimentosdirecionandos-os primeiramente a Deus, que me
abencoou e me proporcionou a forca, a coragem e a salde necessédria para que pudesse
concretizar esse projeto e chegar até o fim desse grande desafio.

Agradeco também a meus amados pais que, apesar de toda humildade, sempre me
incentivaram e me nortearam dando o seu melhor para 0 meu crescimento, depositando todas
as suas forcas para a minha evolucdo diaria, nunca deixando de acreditar em mim.

N&o poderia deixar de expressar aqui minha gratiddo ao professor Dr. Luiz
Hildebrando Pereira da Silva, um cientista incansavel que, através de suas visitas diarias,
contribuiu de modo louvavel com suas ricas opinides acerca deste projeto e sempre acreditou
na plataforma de Engenharia de Anticorpos (Phage Display).

Agradeco especialmente ao meu orientador, Dr. Rodrigo Guerino Stabeli, pela
oportunidade ofertada. Seu apoio me propicioudesenvolvimento cientifico e continuidade na
pesquisa. Em todos os momentos demonstrouser um grande pesquisador e uma fonte
inspiradora.

Expresso meu profundo respeito e admiracdo & minha co-orientadora, Dra Carla
Freire Celedonio Fernandes, ser humano raro. Obrigada pelo apoio, estimulo, amizade e
dedicagdo dispensadosao desenvolvimento desse trabalho. Eis minha gratiddo também pelas
discussbes dos dados e perspectivas e por todo incentivo que me concedera para a finalizacdo
desse projeto.

As minhas amigas Elis Paula Batista (“pretinha”) e Lilian Dias de Carvalho,
agradeco pela amizade, dedicacdo e companheirismo, mesmo nos picos de estresse, sempre
estavam dispostas a me escutar. Aos amigos Aline Schimitz Borges, Giovani Amaral e
Rosemeire Motta, pelas conversas nos corredores, 0s churrascos e cervejadas, meu sentimento
de gratidao.

Agradeco as minhas queridas Michelle Suelen e a Nidiane Dantas Reis Prado pelas
gargalhadas, baguncas, amizade, dedicacdo e auxilio nas atividades laboratoriais, pessoas
especiais que sempre se dispuseram a me ajudar no que fosse preciso e me ensinaram a nédo
levar tudo t&o a seério.

A minha comadre e amiga Deusilene Souza Vieira expresso meu carinho e gratiddo

por todas as orientagOes e pela atencdo que contribuiu para minha evolugédo, ajudando na



minha formacdo pessoal e profissional desde os tempos de iniciacdo cientifica. Tambémme
sinto grata pela contribuicdo dos meus queridos amigos Juan Miguel Salcedo e Joana D’Arq
Neves a0 me proporcionarem boas conversas, Sd0 pessoas que sempre me trataram com
carinho e atencdo.

Minha gratiddo se direciona de igual maneira aos demais colegas do laboratdrio de
Engenharia de Anticorpos e Genética, Michele Pereira da Silva, Marcos Barros Luis, Gabriela
luz, Andrelisse Arruda, Guilherme Silvério, Maisa da Silva Araujo, Lilian Cantanhede,
lasmin Pimentel, Wanne Soares. Ao laboratorio de Imunologia Celular, a Dra. Juliana Zuliani,
Sulamita e Adriana. Ao laboratorio CeBio, ao professor Dr. Andreimar Soares e toda equipe,
em especial a Leandro Moreira Dill, um brilhante jovem pesquisador, pelas discussdes e
desenvolvimento dos experimentos que foram de suma importancia para a finalizacdo desse
trabalho. Ao professor Dr. Fernando Berton Zanchi pela realizacdo da modelagem do VHH.
Ao professor Dr. Luiz Shozo Ozaki pelas discussdes e instru¢cdes em biologia molecular. Ao
laboratério de Virologia do ICC/Fiocruz Parand: a Dra. Claudia Nunes, Vanessa Stela, Marina
e Giovanny Mazzarotto pelos insumos e produtos para o desenvolvimento desse trabalho.

Ao meu Kleber Aguiar, que se mostrou sempre atento as minhas teorias, muitas
vezes absurdas, paciente na minha auséncia, me pedindo “calma” quando atravessava 0S
momentos mais dificeis, meus mais sinceros agradecimentos.

Por fim, Sou grata ao CNPq, a Secretaria de Planejamento e Orgamento do Governo
do Estado de Rond6nia e a Fundacdo Oswaldo Cruz Ronddnia, pelo apoio financeiro para a

execucdo deste projeto.



“A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.
Para aqueles que buscam e tentam sempre.”

Clarice Lispector



RESUMO

As hantaviroses sdo doengas emergentes de notificagdo compulséria transmitidas por
roedores. Nas Américas sdo responsaveis por ocasionar a Sindrome Cardiopulmonar causada
por Hantavirus (SCPH) com letalidade de até 50% nos casos confirmados. O diagnéstico
precoce da infeccdo proporciona cuidados e atencdo ao paciente reduzindo a elevada taxa de
mortalidade e evolucdo da doenca. Dada a importancia do desenvolvimento de kits para
diagnostico mais sensiveis e especificos para a patologia, este estudo apresenta nanocorpos ou
VHHs de camelideos contra a proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus (rNAgs)
cepa Araucaria, circulante no Brasil. Os nanocorpos apresentam caracteristicas fisico-
quimicas peculiares que os tornam excelentes prototipos para aplicacdes em diagnostico e
terapéutica, tais como tamanho reduzido, alta solubilidade, além de apresentarem uma notavel
resisténcia as variacdes de pH e acdo proteolitica. Para o isolamento dos nanocorpos utilizou-
se a tecnologia Phage Display. Assim, foram realizadas sucessivas imunizacGes de camelideo
Lama glama com a proteina rNAgs e a resposta imune monitorada por ELISA. A regido
codante do VHH foi isolada por RT-PCR a partir de linfocitos periféricos, utilizando
oligonucleotideos especificos. Uma biblioteca imune primaria com titulo de 3x10’clones foi
construida utilizando o vetor fagomideo pHEN1. Subsequentemente, os segmentos codantes
dos VHHs foram fusionados ao gene da proteina Il do capsideo do fago filamentoso
M13KO07, constituindo uma biblioteca fagica com um titulo de 1,7x10™cfu/mL. Apés duas
rodadas de selecdo foram selecionados 80 clones, dos quais 11 foram caracterizados por
sequenciamento génico. As sequéncias foram separadas em quatro grupos de acordo com a
variabilidade apresentada nas regides determinantes de complementaridade (CDR). Apds
testes prévios de interacdo por ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) e imunodetecgédo
por ELISA, o clone VHH KC329708, que demonstrou expressiva capacidade de
reconhecimento a proteinar NAgs, foi selecionado, subclonado em vetor fagomideo pHEN-
6xHistag e submetido a purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de Ni*“. Ap6s
purificacdo, a cinética de interacdo dos clones e a proteina recombinante foi determinada por
SPR e a especificiade por western blotting, utilizando o anticorpo monoclonal anti-rNAgs
como referéncia. Nos testes em sensorchip verificou-se que o VHH, clone KC329708,
apresentou um KD=5,52x10°(M) e cerca de 10RU, em comparacdo com o anticorpo
monoclonal que apresentou um KD=3,38x10°(M) e 3,5RU, indicando que o VHH
KC329708 apresenta uma afinidade significativamente maior a rNAgs comparado ao anticorpo
monclonal anti-rNAgs de murinos. Os resultados obtidos neste estudo suportam a ideia do uso
deste VHH como insumo para diagndstico de infecgdes por hantavirus devido a sua afinidade
a rNAgs. Adicionalmente, devido as caracteristicas apresentadas pelos nanocorpos,
especulamos o seu uso como intrabodies para rastreamento e inibicdo da proteina N do
hantavirus durante a infeccdo e replicacéo viral.

Palavras-chave: Nanocorpo, VHH, Phage Display, hantavirus, cepa Araucaria.



ABSTRACT

The hantaviruses are emergent diseases of compulsory notification transmitted by rodent. In
the Americas are responsible for causing the hantavirus pulmonary syndrome (HPS) with a
mortality rate exceeding up to 50%. Early diagnosis provides care and attention to the patient
reducing the high mortality rate and disease progression. Given the importance of
development more sensitive and specific diagnostics kits to the pathology, this study presents
nanobody or camelid VHH against recombinant protein of the hantavirus nucleocapsid
(rNAgs) strain Araucaria, circulating in Brazil. The nanobodies have physicochemical
characteristics that make them excellent prototypes for diagnostic and therapeutic
applications, such as small size, high solubility, besides presenting a remarkable resistance to
changes in pH and proteolytic activity. For the isolation of the nanobodies, the Phage Display
technique was used. Therefore, successive immunizations with rNAgs in camelid Lama glama
were performed and the immune response were monitored by ELISA. The VHH coding
region was isolated by RT-PCRfrom peripheral lymphocytes, using specificoligonucleotides.
A primary immune library with the title of 3x10’clones was built using the phagemid vector
pHEN1. Subsequently, the VHH coding segments were fused to the protein Ill gene of the
filamentous phage capsid M13KO07, constituting a phage library with a title of
1,7x10"cfu/mL. After two rounds of selection 80 clones were selected, of which 11 were
characterized by gene sequencing. The sequences were divided into four groups according to
the variation shown in the complementarity-determining region (CDR). After the previous
tests of interaction by surface plasmon resonance (SPR) and immunodetection by ELISA, the
clone VHH KC329708, which demonstrated significant ability to recognize the rNAgs, was
selected, subcloned into phagemid vector pHEN-6xHistag and purified by affinity
chromatography on Ni*? a column. After purification, the interaction kinetics of the clones
and the recombinant protein was determined by SPR and the specificity by western blotting,
using the anti rNAgs monoclonal antibody as reference. On the sensorchip tests was observed
that VHH, KC329708 clone, presented a KD=5,52x10°(M) and about 10RU, compared with
the monoclonal antibody which showed aKD=3,38x10™°(M) and 3,5RU, demonstrating that
VHH KC329708 presents a significant increased affinity to rNAgs, compared to the anti-rNAgs
murine monoclonal antibody. The results of this study support the idea of using this VHH as
input fordiagnosis of Hantavirus infections due to its affinity to rNAgs. Also, due to the
features displayed by nanobodies, it’s suggested their use as intrabodies for tracking and
inhibition of hantavirus N proteins during infection and viral replication.

Keywords: Nanobody, VHH, Phage Display, Hantavirus, Araucaria strain.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hantavirose: historico e agente etioldgico

As sindromes febris hemorragicas associadas aos hantavirus foram descritas
inicialmente em meados dos anos 50 durante a Guerra da Coréia. A doenca caracterizava-se
pelo acometimento hemorragico renal e foi responsavel pela morte de milhares de soldados
americanos (LEE et al., 1989). Apesar de estudos prévios buscando identificar o agente
causador da doencga, somente em 1976 a etiologia viral desta patologia foi confirmada. Com o
isolamento do virus a partir de tecido pulmonar do roedor silvestre, Apodemus agrarius,
encontrado as margens do rio Han, na Coréia do Sul, oagente prot6tipo foi denominado de
virus Hantaan (HTNV) (LEE HW et al., 1978; LEE et al., 2004). A identificacdo da etiologia
da doenca contribuiu significativamente para os estudos relacionados a transmissdo e
identificacdo dos reservatorios relacionados as febres hemorragicas com sindromes renais
(FHSR) no Velho Mundo.

O agente etiolégico pertence a familia Bunyaviridae, do género Hantavirus. Os
membros desta familia sdo soroldgica e filogeneticamente relacionados e, dependendo das
manifestacBes clinicas, distribuicdo epidemioldgica e diversidade genética, podem ser
subdivididos em genotipos cuja linhagem correspondeem geral aos locais onde foram isolados
(FERREIRA, 2000; SCHMALJOHN; HJELLE, 1997).

Nas Américas,as infeccBes com acometimento pulmonar relacionadas aos hantavirus
foram registradas em 1993, na regido de Four Corners, sudeste dos Estados Unidos. De
acordo com os quadros clinicos e epidemiologicos em humanos ou em roedores, bem como a
virologia do agente infeccioso concluiu-se que a patologia se tratava de uma nova febre
hemorragica viral americana, denominada Sindrome Pulmonar causada por Hantavirus (HPS)
(HJELLE et al., 1994). Devido ao acometimento vascular pelo virus, HPS foi substituido por
Sindrome Cardiopulmonar causada por Hantavirus (SCPH) (HALLIN et al., 1996; PETERS
etal., 1999).

Apols a identificacho da SCPH, quadros clinicos relacionados as infeccGes por
hantavirus foram identificados na América do Norte, Central e Sul (JOHNSON et al., 1999;
NICHOL et al., 1993).

As hantaviroses apresentam-se como infec¢fes agudas sobre as formas de Febre
Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) classificada como do Velho Mundo, responsaveis

15



por causar infeccdes na Europa e Asia, com uma taxa de letalidade de até 15% (MAES et al.,
2004; VAPALAHTI et al., 2003) e Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SCPH), considerada
como infecgdes do Novo Mundo, sendo reconhecida como entidade clinica desde 1993,
representando o prototipo das doencas emergentes distribuida em diversos paises do
continente americano, inclusive o Brasil, com uma taxa de letalidade e até 60% (FERREIRA,
2003; JONSSON et al., 2010).

1.2 Hospedeiro e transmissao

Nas Américas, os hospedeiros reservatorios naturais de Hantavirus pertencem a
ordem Rodentia, familia Muridae e subfamilia Sigmodontinae, classificados como ratos do
novo mundo (SCHMALJOHN; HIJELLE, 1997; ZHAO;HAY, 1997).

Além dos roedores, aidentificacdo de possiveis hospedeiros do hantavirus foi
ampliada pela descoberta de que morcegos insetivoros, da ordem Chiroptera, também séo
reservatorios do virus (SUMIBCAY et al., 2012; WEISS et al., 2012).

A relacdo entrea densidade populacional e a prevaléncia dos hantavirus na populacao
de roedores esta diretamente relacionada ao nimero de casos de hantavirus em humanos em
todo 0 mundo (TERSAGO et al., 2011). De acordo como Comité Internacional de Taxonomia
de Virus(CITV), cada hantavirus estd predominantemente associado a uma determinada
espécie de reservatdrios primarios ou subespécies (HEPOJOKI et al., 2012; KING et al.,
2011).

Na natureza, em contraste com as infecgbes causadas aos seres humanos, 0s
hantavirus causam infec¢des assintomaticas e persistentes em roedores, presumivelmente ao
longo de sua vida, permanecendo cronicamente infectados e secretando o virus (MEYER;
SCHMALJOHN, 2000; HARDESTAM et al., 2008).

A transmissdo aos humanos acontece por meio de inalacdo de aerossois, a partir de
urina, fezes e saliva destes animais, ou por contato direto do virus em pele lesada, escoria¢es
ou mordedura de ratos (HARDESTAM et al., 2008; JONSSON et al., 2010). Os seres
humanos séo considerados os hospedeiros finais do hantavirus (VAHERI etal,2011; WELL et
al., 1997). No entanto, existem relatos descrevendo a transmissdo do hantavirus inter-
humanos na Argentina e no Chile (PADULA et al., 1998; WELLS et al., 1996; TORO et al.,
1998).
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1.3 Estrutura viral e genoma

Os hantavirus sao virus envelopados com cerca de 80-120nm de diametro, apresentam
um genoma de RNA fita simples, polaridade negativa, constituido por trés segmentos: Small
(S), Medium (M) e Large (L) (SCHMALJOHN;DALRYMPLE, 1983) (Fig.1). Otamanho
total dos genomas de RNA variam de11.845 nucleotideos para cepa Hantan (HTNV) a 12.317
nucleotideos para cepa Sin Nombre Virus (SNV), hantavirus do Velho e Novo mundo,
respectivamente (HOOPER; SCHMALJOHN, 2001; JONSSON et al., 2010; SCHMALJOHN
etal., 1985).

O segmento L, varia entre 6,5 a 6,6 kb e codifica a enzima RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (~250kDa). O RNA fita negativaserve comomolde para sintese
da fita sentido positivo complementar de RNA (cRNA) e RNA mensageiro (mMRNA). O
segmento M, apresenta peso molecular que varia de 3,7 a 5,6 kb, que codifica a proteina
precursorada glicoproteina(GPC),0 qual é clivado para produzir duas glicoproteinas de
superficie, Gn(~70kDa) e Gc (~50kDa) (ELLIOTT,1996), anteriormente conhecidas como G1
e G2 apresentando por volta de 1700 a 1430 pb, respectivamente (SCHMALJOHN et al.,
1987). O segmento S varia entre 1,7 a 2,1kb e codifica a proteina do nucleocapsideo N
(~50kDa), responsavel por formar o nucleocapsideo viral (HART; BENNETT, 1999;
SCHMALJOHN; PATTERSON, 1991).0 RNA viral trisegmentado € revestido coma proteina
N formando trés complexos ribonucleoproteicos helicoidais (RNP). A RdRp viral fica
associada a este nucleocapsideo (DAHLBERG et al., 1977 apud HUSSEIN et al., 2011;
HEPOJOKI et al., 2012).
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Figura 1. Particula viral: a. Representacdo esquematica do virion. O genoma dos hantavirus é constituido por
trés segmentos (S, M e L) de RNA, revestido com espiculas de glicoproteinas; b. Particula viral visualizada por
microscopia crioeletrdnica. Adaptado: VAHERI et al., 2013.

1.3.1 Proteina do nucleocapsideo (N)

A proteina N é o componente viral mais abundante e a proteina mais conservada entre
as espécies de hantavirus, € considerada uma molécula multifuncional envolvida nas etapas
relacionadas a replicacdo, encapsidacdo do RNA e montagem viral (KAUKINEN et al.,
2005). E uma proteina n&o glicosilada expressa no citoplasma que contém cerca de 429 a 433
residuos de aminoécidos (HUSSEIN et al., 2011). O dominio de ligacdo ao RNA inclui os
aminoacidos de 175 a 217 localizados na regido central da molécula, sendo altamente
conservado (SEVERSON et al., 2005; XU et al., 2002).

A formacdo da ribonucleoproteina (RNP) depende da associacdodo RNA viral com
mdaltiplas copias daproteina N, de modo que o RNA viral se torna encapsidado em todo o seu
comprimento, uma atividade que depende das interacdes homotipicas entre monémeros
adjacentes da proteina N (MOHL; BARR, 2009). Tanto o dominio C-terminal quanto o N-
terminal da proteina N contribuem para a oligomerizacdo (ALFADHLI et al., 2001;
KAUKINEN et al., 2004; MIR; PANGANIBAN, 2004).

Uma das principais funcGes relacionadas a proteina N é a manutencdo da
uniformidade estrutural do genoma do RNA, no entanto, apresentam algumas funcGes

adicionais, que sdo igualmente importantes para o ciclo de vida do virus, incluindo a interacdo
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das glicoproteinas de membrana com as RdRp virais que permite o acesso ao RNP durante a
sintese de RNA (HEPOJOKI et al., 2010; OVERBY et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).
Alem de apresentar, uma atividade intrinseca de RNA chaperona, o que é importante para a
encapsidacao e a replicacdo do genoma viral (MIR; PANGANIBAN, 2006).

Nas células infectadas com o hantavirus, a proteina N é expressa em excesso,
formando agregados e estruturas filamentosas no citoplasma (RAVKOV et al., 1998;
VAPALAHTI et al., 1995). Devido a sua caracteristica imunogénica, a sua apresentacdo na
forma recombinante vem sendo utilizada como antigeno para o diagndstico especifico das
infecgBes por hantavirus, podendo induzir uma forte resposta imune protetora em modelos
animais (GELDMACHER et al., 2004; MAES et al., 2006; MEISEL et al., 2006;
SCHMALJOHN et al., 1990). Seus epitopos antigénicos estdo distribuidos por toda a
molécula, sendo que os principais estdo localizados na regido N-terminal da proteina
(LUNDKVIST et al., 1996; VAPALAHTI et al., 1996). O uso dessa proteina é favorecido por
suas caracteristicas estruturais, além de sua disponibilidade, como relatado por Meisel e
colaboradores (2006) que destacaram a possivel deteccdo dos anticorpos especificos contra a
proteina N logo no inicio da infec¢do por hantavirus em humanos e, ainda, a continuidade
dessa possiblidade por um longo periodo, até mesmo ao longo da vida. A sua eficiente
expressao em bactérias, leveduras e células de insetos as tornam excelentes candidatas para o

desenvolvimento de testes de imunodeteccdo (MEISEL et al., 2006).

1.4 Replicagéo viral

Os hantavirus infectam diferentes linhagens celulares, incluindo células endoteliais,
macrofagos, células dendriticas elinfécitos.O ciclo de replicacdo se inicia com a adesdo dos
hantavirus as células-alvo a partir das glicoproteinas virais com receptores de integrinas,
como demonstrado primeiramente por Gavrilovskaya e colaboradores (1998). O tipo de
receptor esta associado com as diferengas na patogenicidade, ou seja, hantavirus patogénicos
ligam-se as B3 integrinas, enquanto B1 integrina ¢ utilizado como receptor de hantavirus néo
patogénico. O uso diferencial destes receptores pode ter implicagdes na patogénese da SCPH.
Como B3 integrinas estdo presentes nas plaquetas e células endoteliais, a interacdo com estas
proteinas pode estar relacionada com a regulacdo da permeabilidade vascular, e ativacéo de
adesdo plaguetaria (GAVRILOVSKAYA et al., 2010; MACKOW;GAVRILOVSKAYA,

2001).
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Nos hantavirus do Velho Mundo, como o virus protétipo HTNV, a endocitose é
mediada por clatrinas (JIN et al., 2002).Em contraste, hantavirus do Novo Mundo, apresentam
evidéncias de que utilizam mais de uma via para penetracdo intracelular, de forma semelhante
a outros Bunyavirus (LOZACH et al., 2009).

A descapsidacdo viral acontece apds fusdo da membrana viral & membrana
endossomal, dependente da acidificacdo intravesicular, resultando na liberagdo dos
nucleocapsideos virais no citoplasma da célula, dando inicio ao processo de transcri¢do
primaria dos genes virais (CIFUENTES-MUNOZ et al.,2011; TISCHLER et al., 2005).

A RNA polimerase dependente de RNA ¢ ativada e transcreve os trés segmentos do
RNA viral (vRNA) enquanto ainda estdo associados com seus nucleocapsideos. O processo
de traducdo dos segmentos L e S ocorre nos ribossomos livres e dos RNAm do segmento M
em ribossomos ligados a membrana. A glicoproteina precursora é clivada intrinsecamente,
gerando duas glicoproteinas, GneGc, respectivamente (LOBERET et al., 2000; RUUSALA et
al., 1992). Apos rodadas iniciais de transcricdo, os RNAs virais gendmicos sdo convertidos
em moldes pelas RdRp, que sdo encapsidados pela proteina N viral para formar trés
nucleocapsideos. No entanto, 0os mecanismos moleculares que regem o reconhecimento
especifico e encapsidacdo do genoma viral pela proteina N, transporte dos nucleocapsideos do
Golgi, e brotacdo de virions nascentes dentro e fora do complexo de Golgi ainda séo
desconhecidos. Acredita-se que as glicoproteinas do virus sdo responsaveis por determinar o
local da montagem do virus e brotamento. As glicoproteinas Gn eGc dos hantavirusdo Novo
Mundo acumulam-se no Golgi, mas, eventualmente, podem também ser detectadas na
superficie da célula (OGINO et al., 2004; SPIROPOULOU et al., 2003). Devido a essas
observacdes, acredita-se que os hantavirus podem ter como locais de maturacdo o Golgi e a
superficie da célula (GOLDSMITH et al., 1995; RAVKOVet al., 1997; SPIROPOULOQOU,
2001). Logo apos a clivagem das glicoproteinas Gc e Gn no reticulo endoplasmatico rugoso e
0 seu acumulo nas membranas do complexo de Golgi, onde acontece a glicosilacdo terminal e
a associacdo com o0s nucleocapsideos, por ndo possuirem proteina matriz, é provavel que
ocorra interagdo direta entre 0s nucleocapsideos e as proteinas do envelope viral localizados
no limen das vesiculas (HUTCHINSON et al., 1996). Os virions brotam das cisternas do
Golgi e sdo transportados em vesiculas que se fundem com a superficie basolateral da
membrana citoplasmatica, liberando as particulas virais por exocitose (HART; BENNETT,
1999; SCHMALJOHN; PATTERSON, 1991) (Fig.2).
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Figura 2: Replicagdo viral. 1. Reconhecimento do epitopo de ligacdo na superficie da célula; 2. Sinalizagdo
para inicar endocitose; 3. O virion entra na célula em vesicula revestida por clatrina. Outras vias de entrada
também podem ser observadas em alguns hantavirus; 4. Nas infec¢cBes por endocitose mediada por clatrina, o
revestimento de clatrina da vesicula é desfeito; 5. A vesicula do virion penetra no endossomo priméario do
hospedeiro; 6. Amadurecimento em um endossomo tardio; 7. A fusdo entre as membranas viral e do endossomo
¢ induzida por mudangas conformacinais apds a acidificacdo endossomal, resultando na libertacdo das
ribonucleoproteinas virais (RNPs) (passo 7). A transcri¢do inicial pode acontecer no local de libertacdo, ou
alternativamente, as RNPs podem ser transportadas para o compartimento intermédio ER-Golgi (ERGIC) para a
transcrigdo. E possivel também, que os virus sejam transportados diretamente para o complexo de Golgi; 8. A
replicacdo viral, pode ocorrer em locais de sintese, localizados no ERGIC ou o cis-Golgi; 9. Acredita-se que 0
brotamento se da no cis-Golgi, a partir de onde sdo transportados para a membrana plasmatica para a liberagéo,
presumivelmente através da reciclagem de endossomos; 10. A saida dos virions ocorre na membrana plasmaética.
Adaptado: VAHERI et al., 2013.

1.5 A Sindrome Cardiopulmonar causada por Hantavirus

A SCPH ¢é uma doenca emergente com descri¢do crescente de casos no Brasil nos
ultimos anos. O primeiro caso foi registrado em 1993 na regido do Vale do Ribeira em
Juquitiba, no estado de S&o Paulo (DA SILVA et al.; 1997, VASCONCELOS et al., 1997). A
cepa identificada foi denominada de virus Juquitiba (JUQV), usando como referéncia a cidade
onde ocorreu o primeiro caso. Trés novos casos de SCPH foram confirmados entre 0s anos de
1995 e 1996, por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Sendo o caso proveninte doVilarejo no
Estado do Mato Grosso foi identificado Castelo dos Sonhos (CASV) (JOHNSON et al.,

1999). Os outros dois casos registrados ocorreram no sudeste do Estado de S&o Paulo em
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1996, nas cidades de Araraquara e Franca. Ap6s o isolamento e andlise filogenética dessas
amostras, ficou evidenciado que se tratava de uma nova cepa circulante de hantavirus,
denominado de Araraquara (ARAV) (JOHNSON et al., 1999; SUZUKL et al., 2004). A partir
da analise de tecido de roedores silvestres capturados na regido norte do Brasil durante o ano
de 2003 foi possivel identificar as cepas Anajatuba (ANAJV) e Rio Mamoré (RIOMV)
(ROSA et al.,2005).Uma nova cepa circulante no Estado do Parana, denominada de
Araucaria, foi identificada por Raboni e colaboradores (2005). A cepa foi isolada a partir do
soro de pacientes ea caracterizacdogendmicada nucleoproteinado hantavirus permitiu a
identificacdo (RABONI et al., 2005).

As infecgdes por SCPH apresentam um periodo de incubacdo que pode durar até 5
semanas e infeccdes subclinicas ou oligossintomaticas sdo comuns (BHARADWAJ et al.,
2000; YOUNG et al., 2000). O tempo de incubacdo antes do aparecimento dos sintomas €
tipicamente de 2-3semanas, no entanto, periodos de tempo variando entre 1- 6 semanas foram
relatados (KRUGER et al., 2011). O paciente desenvolve um quadro semelhante & influenza,
apresentando febre e complica¢des pulmonares, evoluindo rapidamente da forma classica para
a forma respiratoria grave (LEMOS;SILVA,2005; McCAUGHEY; HART, 2000). A SCPH
caracteristicamente apresenta quatro estagios: febre prodrémica, fase cardiopulmonar, diurese
e convalescenca (PETERS; KHAN, 2002).

No periodo prodrémico, que pode durar de 3-6 dias, observam-se freqlientemente
febre, mialgias, nduseas e diarréia. Mais raramente sdo relatados vomitos, cefaléia, dor
abdominal, dor toracica, sudorese, vertigem, tosse e dispnéia (NICHOL, 2001; PETERS;
KHAN, 2002).

O inicio da fase cardiopulmonar pode durar em torno de 2-10 dias, a doenga progride
rapidamente aparecendo tosse e dispneia. Nesta fase, surge a insuficiéncia respiratoria que se
manifesta por taquipneia, dispneia, hipoxemia e taquicardia. Concomitante a isto, surge a
hipotensdo que pode evoluir para o choque e consequente depressdo miocardica. Portanto,
trata-se de uma doenca que resulta em grave acometimento pulmonar e cardiovascular que
pode levar o paciente a 6bito (FIGUEIREDO et al., 2001). Geralmente, hd uma répida
descompensacdo, onde 30%-40% dos pacientes morrem de 24-48h ap0s a admissao, mesmo
bem assistidos em unidades de cuidados intensivos (UTIs) (PETERS;KHAN, 2002).

De acordo com relatos, as formas clinicas de infeccdo por hantavirus na América do

Sul, na fase cardiopulmonar incluem apresentacdes clinicas que variam de infeccOes
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assintomaéticas e formas leves de doenca a SCPH. A ocorréncia de acometimento renal foi
observada em muitos casos. Entre 30% e 70% dos casos causados por virus Andes
apresentaram transtornos hemorragicos de magnitude variavel e 6% desenvolveram
insuficiéncia renal, necessitando de dialise transitoria (SOSA-ESTANI et al., 2001;
SOTOMAYOR; AGUILERA, 2000).

A covalescenca dos pacientes com SCPH, especialmente daqueles que foram
submetidos a ventilacdo mecanica, é freqiientemente prolongada. A avaliacdo tardia destes
pacientes pode resultar emseqelas, taiscomo fadiga cronica e restricdo da funcdo pulmonar
(FIGUEIREDO et al., 2001).

1.6 Epidemiologia

As hantaviroses compreendem uma ameaca global emergente de salde publica,
afetando cerca de 30.000 seres humanos anualmente (WATSON et al.,2013). A epidemiologia
das infeccbes por hantavirusem populagdes humanas é baseada em casos de exposicdo
peridoméstica de seres humanos a roedores em areas de endemicidade. Em decorréncia de
atividades rurais, fatores de risco associado a agricultura e desmatamento fazem com que 0s
humanos acabem por entrar em contato com os roedores reservatorios (SIMPSON et al.,
2010). Fatores ambientais, tais como mudancas ecoldgicas e alteracdes climaticas, estdo
relacionados as flutuacGes nas populacdes de roedores e, consequentemente, as epidemias
humanas (WATSON et al.,2013).

A SCPH constitui um problema de satde publica, especialmente na América do Sul,
onde um numero crescente de casos de SCPH é relatado a cada ano (ZHENQIANG et al.,
2008). Desde a sua notificacdo nos Estados Unidos em 1993, casos clinicos vem sendo
confirmados na Argentina, Bolivia, Venezuela, Brasil, Canada, Chile, Panama, Paraguai,
Estados Unidos e Uruguai (NICHOL et al., 1993; PADULA et al., 2000; WEIR, 2005).

Atualmente, no Brasil, sdo notificados casos da doenca em todas as regifes
brasileiras. Foram confirmados pelo Ministério da Saude, de 1993 a 2012, 1573 casos de
hantavirose com letalidade de 41% (BRASIL, 2012). No estado de Rond6nia em 2013 de 13
casos confirmados de infec¢Bes por hantavirus 11 evoluiram para a letalidade (SVS, 2013).
No entanto, a falta de diagndstico na fase aguda da infeccdo poderia explicar a disparidade

entre a soroprevaléncia e os casos clinicos relatados em todo o mundo (WATSON et al.,
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2013). Vale a pena ressaltar que ainda existem varios estados que ndo possuem dados sobre as
infeccOes causadas por hantavirus.

1.7 Diagnéstico

As hantaviroses podem ser detectadas por varios testes molecularesou técnicas
imunologicas (RABONI et al., 2007). O diagnostico das infec¢bes por hantavirus séo
realizados em sua grande maioria por meio de testes soroldgicos imunoenzimaticos (ELISA)
onde podem ser identificados anticorpos especificos das classes IgM e 1gG (FIGUEIREDO et
al., 2008; LOMONGI et al., 2009). Vérios formatos de ELISA foram desenvolvidos para
melhorar a sensibilidade e especificidade deste método (RABONI et al., 2005). Ensaios para
deteccdo das infec¢Bes por hantavirus utilizando proteinas recombinantes do nucleocapsideo
de hantavirus cepa Hantaan 76-118 (sorotipo Hantaan) e glicoproteinas 18-20 (sorotipo
Puumala) como antigenos para diagndéstico, assim como o uso de mAbs especificos foram
desenvolvidos inicialmente por Zéller e colaboradores (1993).

Para o diagnostico sorologico das infeccbes por hantavirus, realizado nos
laboratérios brasileiros de salde publica, é utilizada como antigeno a nucleoproteina
recombinante do hantavirus (PADULA et al., 2000).

Uma variedade de testes foi proposta para diagnostico dos hantavirus brasileiros,
fortalecido por registros anteriores de que o desenvolvimento de ensaios contendo regides
antigénicas especificas otimizam a reatividade soroldgica (PADULA et al., 2000; SCHMIDT
et al., 2005). Trabalhos como de Moreli (2005) baseado na cepa Araraquara isolada em Sao
Paulo, e de Raboni e colaboradores (2007) a partir da cepa Araucaria, isolada no Parana,
demonstram o desenvolvimento de ensaios utilizando a proteina N recombinante. O Kkit
diagnostico de ELISA indireto desenvolvido pelo Instituto Carlos Chagas (ICC/PR) utilizando
a proteina rNAgs da cepa Araucaria como antigeno (kit ICC EIE IgG e IgM HANTEC),
apresentou uma sensibilidade de 94,1%e uma especificidade de 99,1% para deteccdo de IgM,
e para deteccdo de anticorpos IgG apresentou uma sensibilidade de 95,2% e uma
especificidade de 98,4%. O kit foi submetido a um processo de validacdo utilizando amostras
de soro humano e de roedores de todas as regides do Brasil e America do Sul, e atualmente ¢é
utilizado nos laboratorios de referéncia para a identificacdo das infecgdes por hantavirus
(RABONI, et al 2007). Ainda, a partir da proteina rNAgs, Mazzarroto e colaboradores (2009)
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desenvolveram e caracterizaram anticorpos monoclonais (mAbs) anti-rNAgs para o auxilio no
diagndstico das infecgdes por hantavirus.

O isolamento viral em cultura celular seguido por testes de reducao/neutralizacdo em
placas (PNRT) permite a identificacdo especifica do hantavirus. O isolamento primario dos
hantavirus € usualmente realizado pela inoculagdo em culturas de células Vero, clone E6,
oriundas de rins do macaco verde africano, que sdo consideradas as mais susceptiveis. Os
hantavirus replicam-se lentamente, alcancando a produ¢cdo maxima da progénie entre 5 e 14
dias. Uma vez que a replicacdo do virus apresenta pouco ou quase nenhum efeito citopatico
(PETERS, 1999), a infecgéo precisa ser confirmada por imunofluorescéncia indireta ou RT-
PCR ap06s duas semanas da inoculacdo (GALENO et al., 2002; LEE et al., 1985). A restricao
desta metodologia diagndstica se deve ao grau de patogenicidade e viruléncia dos hantavirus,
conferindo alto risco de contaminacdo na manipulacdo viral. Para isso, 0 manuseio das
amostras clinicas e o isolamento viral devem ser realizados em laboratérios especiais de
biosseguranca nivel trés (Bio Safety Level 3), adequados ao trabalho com agentes altamente
patogénicos e potencialmente letais. Outro fator de restricdo a técnica de isolamento sdo 0s
aspectos relacionados a viremia, que precede o aparecimento dos sintomas e desaparecem
rapidamente apds o surgimento dos anticorpos neutralizantes, que podem estar presentes na
fase assintomética da doenca (LEDNICKI, 2003).

As técnicas moleculares de transcricdo reversa seguidas de ensaios de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (RT-PCR) constituem métodos rapidos de caracterizacao genética viral,
permitindo a identificacdo espécie/especifica do virus. A técnica pode ser utilizada na
deteccdo viral de uma infeccdo antes que os sintomas se tornem mais graves. Em trabalho
descrito por Galeno e colaboradores (2002) foi possivel isolar o RNA viral do virus Andes
por RT-PCR a partir do soro de um paciente chileno de 10 anos, assintomatico, que foi a 6bito
apos desenvolver SCPH. A técnica de RT-PCR pode ser efetuada apos extracdo de RNA,
diretamente do sangue total ou soro de pacientes com suspeita de SCPH (FIGUEIREDO et
al., 2009; RABONI et al., 2009), saliva ou materiais extraido de roedores, sendo possivel a
deteccdo do genoma viral(PETTERSSON et al., 2008; ZOU et al., 2008).

A técnica de RT-PCR em tempo real ou PCR quantitativo também é utilizada e
permite a distingdo entre os virus responsaveis pela FHSR e aqueles causadores da SCPH,
cujos sintomas iniciais podem ser confundidos por apresentarem similaridade. A técnica ainda

permite a determinacdo da carga viral, que poderd eventualmente ser correlacionada com a
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evolugdo clinica e progndstica, podendo contribuir para a definicdo de estratégias terapéuticas
adequadas (AITICHOU et al., 2005).

A deteccdo imuno-histoquimica de antigenos do hantavirus tem sido particularmente
uatil para estabelecer o diagnostico retrospectivo de SCPH de amostras de tecidos fixados
(PETERS et al., 1999). Assim como as técnicas baseadas em micro-arranjos de alta densidade
de DNA podem ser utilizadas para a identificacdo e caracterizacdo de grande variedade de
hantavirus, dependendo diretamente das informacdes de seqilienciamento genético e da

caracterizacdo do maior numero de hantavirus possivel (NORDSTROM et al., 2004).

1.8 Tratamento

Nenhuma terapia antiviral especifica esta atualmente disponivel para o tratamento de
infecgBes por hantavirus. O tratamento de pacientes infectados, apresentando a SCPH, se
baseia exclusivamente de suporte em tratamento em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI),
com monitoramento da oxigenacdo, balanco dos fluidos e da pressao arterial, além da dialise e
da ventilacdo mecanica ou oxigenacdo extracorpérea, até que o virus seja eliminado pelo
sistema imune (FIGUEIREDO et al., 2001; MAES et al., 2009; MURANY! et al., 2005).

A ribavirina tem demonstrado atividade antiviral tanto in vitro como in vivo, na
inibicdo da replicacdo dos hantavirus (HUGGINS et al.,1986; MEDINA et al., 2007). Em
ensaio clinico verificou-se a diminuicdo dos titulos de virus, morbidade e mortalidade em
pacientes chineses com FHSR do Velho Mundo (HUGGINS et al., 1991). Porém a eficacia
ocorre somente quando administrada na fase inicial da infeccdo, ou seja, nos primeiros cinco
dias apds o inicio dos sintomas (HUGGINS et al., 1991). Estudos realizados nos EUA e no
Brasil ndo mostraram resultados clinicos benéficos, apds a administracdo dessa droga em
pacientes com SCPH (CHAPMAN et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2001; MERTZ et al.,
2004).

Ainda ndo ha descricdo de nenhuma vacina capaz de fornecer protegdo cruzada, e
que possa conseqlientemente cobrir todas as infecgdes causadas por diferentes hantavirus. No
entanto, tém sido desenvolvidas, na Coréia e na China, pesquisas com vacinas inativadas com
cepas de hantavirus do Velho Mundo. A vacina inativada com formalina HTNV(Hantavax'™)
desenvolvida pelo Rhein Biotech Group, contra o virus Hantaan, derivada de cérebro de
camundongo é utilizada na Coréia desde a década de 90 (CHO et al., 2002). Estudos

demostraram eficacia desta vacina em que 97% dos voluntarios humanos, que apds
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administragdo da vacina desenvolveram titulos elevados de anticorpos neutralizantes
especificos, a partir de uma dose de reforgo. Entretanto, a resposta imune humoral induzida
foi de curta duracdo (CHO;HOWARD, 1999). Outra vacina inativada com formalina,
produzida a partir de suspensdes de células Vero, foi responsavel pelo desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes em camundongos, o qual foi cinco vezes mais elevado do que
Hantavax™ (CHOI et al., 2003). No entanto, seria improvavel que estas vacinas possam
proporcionar protecdo contra todos os hantavirus. Essas vacinas foram capazes de induzir uma
forte resposta imune humoral, porém a resposta neutralizante foi mantida por um curto
periodo de tempo (DONG et al., 2005; CHOI et al., 2003).

As proteinas N, Gn e Gc de hantavirus sdo altamente imunogénicas (BHARADWAJ
etal., 2002). Portanto, diferentes abordagens foram realizadas para o desenvolvimento de
vacinas recombinantes utilizando proteinas expressa em baculovirus e em leveduras
Saccharomyces cerevisiae, capazes de induzir uma resposta imune protetora (CHU et al.,
1995; SCHMALJOHN et al., 1990; YOSHIMATSU et al., 1993). As proteinas N
recombinantes das cepas PUUV e DOBYV, expressas em levedura induziram uma resposta
imunoldgica protetora em modelos de roedores (DARGEVICIUTE et al, 2002;
GELDMACHER et al., 2004). Existem relatos clinicos demonstrando que pacientes que
apresentam altos titulos de anticorpos neutralizantes demonstraram uma evolucao clinica mais
favoravel (BHARADWA et al., 2000), sugerindo que a imunoterapia poderia ser uma opg¢ao

de tratamento viavel as pessoas expostas a SCPH, suportanto a hipdtese levantada nesta tese.

1.9 Tecnologia Phage Display e sua aplicabilidade

Na tecnologia Phage Display, peptideos e polipeptideos exdgenos podem ser
expressos e apresentados fusionados as proteinas do capsideo de bacteridéfagos. A
tecnologiadescrita primeiramente por Smith em meados de 1985, demonstra a possibilidade
de inser¢do de uma sequéncia exdgena do gene codanteda endonuclease de restricdo Eco RI
entre os dois dominios da proteina Il (plll) de fagos filamentosos (SMITH, 1985).
Atualmente, a metodologia, desenvolvida para a sele¢cdo de anticorpos, tem possibilitadoa
selecdode moléculas com alta afinidade eespecificidade para uma diversidade de alvos
(ARAP, 2005; PASHKE, 2006).

A tecnologia Phage Display usada para a busca de um extenso repertdrio de alvos,

tais como anticorpos, peptideos, pesquisa de atividade enzimatica e sitios alostéricos (GRGN
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et al., 2001; HYDE-DERUYSCHER, 2000; ROBERTS, 2005), influencia varios campos
cientificos, incluindo descoberta de novas drogas e seus alvos (HONG et al., 2008; TAO et
al., 2000), elucidacdo dos mecanismos moleculares de acdo, especialmente na carcinogénese
(STAQUICINI et al., 2010), triagem para agonismo e antagonismo de receptores (TIPPS et
al., 2010), desenvolvimento de vacinas (HAIGWOOD, 2004) descobertas de agentes para
enderecamento de drogas e terapia génica (ARAP et al., 2002; SERGEEVA et al., 2006),
analise da interacdo proteina-proteina (HERTVELDT et al., 2009), mapeamento de epitopo
(ROWLEY et al., 2005), identificacdo de substratos e inibidores enzimaticos (CHEN, 2005;
HAMILTON, 1999), além das técnicas de potencializacdo do uso de nanocorpos em terapias
(SAERENS et al.; 2008). Para o desenvolvimento da técnica, os codons referentes aos
peptideos sdo expressos e exibidos na superficie do fago como um produto de fusdo com as
proteinas do capsideo, sendo utilizadas como modelo principalmente as proteinas de
superficie: 111, VII, VIII (Fig. 3B).
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Figura 3. Estrutura de fago filamentoso. A. llustracdo das proteinas estruturais que constituem os fagos
filamentosos: plil, pVI, PlII, pVII e PIX. B. As proteinas mais comuns utilizadas para fusdo, em vermelho pllil
(utilizada nesse trabalho), pVIII e pVII. C. Dominios estruturais da plll. Adaptado: ARAP et al.,2005.
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Os fagos filamentosos mais amplamente utilizados para fins de exposicdo das
proteinas em seu capsideo sdo conhecidos como Ff e incluem as cepas M13, f1, Fd eFd
(ARAP, 2005). Séo constituidos por uma proteinade capsideo longa e cilindrica com 930nm
de comprimento e apresentam aproximadamente 6,5nm de diametro, que encerra em uma
Unica cadeia DNA com genoma de aproximadamente 6400 nucleo6tidos, que consistem
11genes, apresentando uma massamolecularde cerca de 16,3 Mda (RUSSEL et al., 2007). A
particula do fago € constituida por cinco proteinas estruturais: plil, pVI, pVII, pVIll e pIX. O
capsideo ¢ composto por 2700 cépias da proteina pVIIIl, uma proteina que apresenta 50
residuos de aminoacido codificada pelo gene VIII. O filamento é mantido unido por
interacOes entre a seccdo central hidrofébica das subunidades adjacentes, exceto por cinco
residuos expostos na superficie N-terminal, formando uma Unica e continua a-hélice,
orientados de tal modo queo N-terminal € localizado no exterior do revestimento
(HEMMINGA et al., 2010) (Fig.3A). Na regido apical da particula do fago existem de 3 a 5
copias das pVII e pIX e na outra extremidade do fago existem de 3 a 5 copias do plll e pVI.
As bibliotecas utilizando a plll permitem a insercdo de peptideos sem que haja a perda da
infectividade do fago ou alteracdo na montagem das particulas, visto que o fago pode exibir
de 3 a 5 clpias de cada peptideo individualmente (SCOTT; SMITH 1990), enquanto as
bibliotecas que utilizam para fusdo a pVIIl podem exibir até 2.700 cépias de pequenos
peptideos com cerca de seis aminoacidos (GEENWOOD et al., 1991). Para o
desenvolvimento desse trabalho foi utilizado a plll do capsideo para exposicao dos VHH.

A técnica Phage Display apresenta particularidades tais como: a selecdo do fendtipo
e seu gendtipo encapsulado correspondente devido a capacidade de ligacdo dos polipeptideos
expressos no capsideo viral e o resgate dos fagos apds processo de selecdo com ligantes
especificos, além de permitir o enriquecimento dos fagos que apresentam ligacdo especifica
por sucessivas rodadas de selecdo, eluicdo e amplificacdo. Desta forma, em vez de ter
geneticamente diferentes proteinasou peptideos, um de cada vez e depois expressar, purificar
e analisar cada variante, bibliotecas de fagos expdem até 10 variantes que podem ser
construidos simultaneamente (ARAP, 2005). Essa capacidade de exposicdo de peptideos e
proteinas no capsideo de fagos apresenta vantagens sobre outras tecnologias, devido a

facilidade de mapear um maior numero de clones de forma simultanea.
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1.10 Nanocorpos de camelideos

No ano de 1993 Hamers-Casterman e colaboradores descreveram uma surpreendente
diferenca no funciomento do sistema imune dos camelideos comparado aos demais
mamiferos. Foi observado que durante o desenvolvimento da resposta imune humoral,
camelos (Camelus bactrianus), dromedarios (Camelus dromedarius) e lhamas produzem,
além de anticorpos convencionais, anticorpos funcionais desprovidos de cadeia leve (L)
(HAMERS-CASTERMAN et al.,1993). Assim como nos camelideos foi verificado em peixes
cartilaginosos receptores de antigenos, chamados NAR (new or nurse shark antigen
receptor), secretada por esplendcitos, também desprovidos de cadeia leve (ROUX et al.,
1998). Embora anticorpos de dominio Unico, também tenham sido identificados nesses
animais, a maioria dos estudos relacionados a aplicagdo biotecnoldgica destes compostos foi
realizada utilizando camelideos, devido, entre outros fatores, a facilidade de manipulacéo dos
animais (GREENBERG et al.,1995).

O dominio N-terminal Gnico desses anticorpos, denominado VHH ou nanocorpo,
liga-se ao antigeno sem a necessidade de emparelhamento entre VH e VL (HARMSEN;
HAARD, 2007; HOLLIGER; HUDSON, 2005). Métodos para isolar VHHs antigenos
especificos a partir de bibliotecas formadas ap6s imunizacdo (ARBABI-GHAHROUDI et
al.,1997; VANDER LINDEN et al., 2000), bibliotecas ndo imune (TANHA et al., 2002; YAU
et al.,, 2003;VERHEESEN et al., 2006), semi-sintético ou (GOLDMAN et al., 2006),
bibliotecas utilizando bacteriéfagos, levedura e ribossomo display sdo bem estabelecidos
(DUFNER et al.,, 2006; MUYLDERMANS, 2001), implicando em uma vasta aplicacdo

biotecnoldgica e terapéutica.

1.10.1 Nanocorpos: estrutura e aplicabilidade

As imunoglobulinas de subclasse 1 (IgG;) correspondem aos anticorpos
convencionais heterotetramérico, constituido de cadeia (L) e (H), comuns a todos o0s
vertebrados (Fig. 4a). As subclasses de 1gG; e 1gG; (natural dos camelideos) s@o anticorpos
destituidos de cadeia leve, constituidas apenaspor duas cadeias (H) (Fig.4f e 4g). As 1gG, dos
camelideos apresentam um peso molecular de cerca de 92 kDa, uma vez dissociado por
reducdo liberam duas cadeias H com cerca de 45 kDa. Ja as 1gG3 apresentam um peso
molecular de cerca de 90 kDa, e quando reduzidas apresentam duas cadeias polipeptidicas
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com peso molecular de cerca de 42 kDa. Esses anticorpos apresentam um Gnico dominio
variavel denominado de VHH ou nanocorpo (Fig.4h) (RIECHMANN; MUYLDERMANS,
1999).

De acordo com andlise das sequéncias e elucidacdo por meio de cristalografia foi
possivel revelar varias caracteristicas estruturais dos dominios VHH do anticorpo de
camelideos (DESMYTER et al., 1996, 2001; HARMSEN et al., 2000; MUYLDERMANS et
al.,, 1994; SPINELLI et al., 1996). Diferencas notaveis, tais como a substituicdo do
aminoacido Leu45 conservado por uma Arg ou Cis na regido VH de camelideos, determina a
auséncia de interacdo da regido VL nos anticorpos de cadeia pesada. Outra substituicdo é a
Leull por Ser, este aminodcido normalmente interage com o dominio CH1,um dominio que
também esta ausente nas imunoglobulinas de cadeias pesadasdos camelideos. A natureza
dessas substituicdes corrobora com o comportamento de aumento de solubilidade desses
anticorpos de camelideos (MUYLDERMANS et al., 1994).

Semelhante aos dominios VH dos anticorpos convencionais, VHHs contém quatro
regides estruturais (FRs) que formam aestrutura do core do dominio das imunoglobulinas e de
trés regides determinantes de complementaridade (CDRS) que estdo envolvidos na ligacdo ao
antigeno. A regido CDR3 dos VHHs é frequentemente muito mais longa do que a
dosdominios H convencionais (HARMSEN; HAARD, 2007; WU et al, 1993). O
prolongamento da CDR3 é muitas vezes, estabilizada por uma ligacdo dissulfeto adicional
ligando a CDR3 a CDR1 adjacente formando um loop, comum em camelos e tubardes, ou na
regido da CDR2, em lhamas (WESOLOWSKI et al., 2009). A interface daVH e VL
convencional é estabilizada por interacbes entre os dominios hidrofobicos, os residuos
correspondentes em anticorpos de lhamas sdo substituidos por residuos hidréfilos
(WESOLOWSKI et al., 2009).

A tecnologia de anticorpos permite a fragmentacdo da molécula de anticorpo
convencional, em tamanhos menores, conservandoa especificidade dos anticorpos
monoclonais inteiros, tais como fragmento monovalente do anticorpo Fab (Fab’,, e scFv
(single chain fragmentvariable)(JANEWAY et al., 2010) (Fig.4b e 4d). No entanto, esses
Fab’s apresentam problemas, tais como, um baixo rendimento de expressdo em sistemas
microbianos, baixa estabilidade e alto potencial de agregacéo, tornando sua utilizacéo clinica
mais dificil (SAERENS et al., 2008).
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f. Ig62 9 1963

Figura 4. Estrutura dos anticorpos convencionais e de anticorpos de cadeia pesada de camelideos. Onde: a.
Estrutura do anticorpo 1gG convencional; b. Estrutura Fab: fragmento de liga¢do ao antigeno; c.Fv: fragmento
variavel do anticorpo ; d. ScFv: fragmento varidvelde cadeia Unica; e.VH: Varidvel cadeia pesada anticorpo
convencional; f. IgG2: Anticorpo de cadeia pesada; g. 1gG3: Anticorpo de cadeia pesada; h. VHH: Dominio
Unico de cadeia pesada. (Adaptado: VANLANDSCHOOT et al., 2011).

Existem vantagens devido a estrutura dos anticorpos de cadeia pesada apresentarem
um dominio Gnico. As bibliotecas geradas a partir da imunizagdo de camelideos mantém uma
grande diversidade de anticorpos funcionais, contrastando com a diminui¢do da diversidade
de bibliotecas oriundas de anticorpos convencionais, devido ao rearranjo dos dominios VL e
VH, durante a construcdo da biblioteca. Sendo assim, os VHHSs de alta afinidade de ligacdo ao

antigeno podem ser isolados por screening diretamente com um ndmero limitado de clones a
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partir de bibliotecas imunes sem selecdo prévia, utilizando a tecnologia Phage Display
(FRENKEN et al., 2000; HARMSEN et al., 2006).

Nos resultados discutidos no trabalho de Van der Linden e colaboradores (1999),
onde foi comparada a capacidade de reconhecimento VHH antigeno especifico com a de
anticorpos monoclonais de camundongo no que se refere a sua afinidade, especificidade e
estabilidade, os resultados mostraram que ao contrario dos anticorpos convencionais 0s VHHs
permanecem funcionais apds serem submetidos a temperaturas de 90 °C. A alta estabilidade é
atribuida principalmente a sua renaturacdo eficiente apds acdo quimica ou desnaturacdo
térmica e, em menor grau por causa de um aumento da resisténcia contra a deshaturacdo
(DUMOULIN et al., 2002; EWERT et al., 2002; PEREZ et al., 2001).

Outra caracteristica de grande relevancia em relacdo a atividade funcional dos
anticorpos do tipo VHHSs é que eles podem reconhecer os locais antigénicos que ndo sdo
normalmente reconhecidos por anticorpos convencionais, tais como sitios ativos enzimaticos
(DEGENST et al., 2006; LAUWEREYS et al., 1998). Caracteristica atribuida a capacidade de
extensdo do loop da regidao da CDR3 facilitando a penetracao nestes sitios (DEGENST et al.,
2006; DESMYTER et al., 1996).

Devido ao seu pequeno tamanho de cerca de 15kDa, os VHHs rapidamente passam
por filtracdo renal, resultando em sua réapida absorcdo em tecidos, assim como uma rapida
eliminacdo. Esta caracteristica confere vantagens para o direcionamento de VHHSs acoplados a
substancias toxicas para tumores, diagnostico in vivo utilizando imagiologia e tratamento de
picadas de serpentes (CORTEZ-RETAMOZO et al., 2004; HARRISON et al,2006).

Existe uma variedade de trabalhos mostrando o0s nanocorpos como ferramentas
tecnoldgicas, aplicaveis em diferentes campos da ciéncia com uma diversidade de funcdes.
Minaeian e colaboradores (2012) demonstraram que 0 nanocorpo C74 apresentava forte
ligacdo com a proteina L1 de HPV-16, indicando uma nova geracdo de abordagens como
potenciais ferramentas para diagnostico do HPV. Foram também desenvolvidos nanocorpos
de camelideos que reconhecem especificamente o antigeno TAG-72, uma glicoproteina,
tumor-associada, cujo expressao correlaciona-se com a fase do tumor avangado, invasdo
aumentada e metastase, estes nanocorpos oligoclonais representam uma ferramenta
promissora para deteccdo de células tumorais (SHARIFZADEH et al., 2013). Em outra
perspectiva, 0s nanocorpos podem ser utilizados no combate de forma mais eficiente a

toxidade oriunda dos acidentes com animais pe¢onhentos, como na neutralizacdo eficiente das
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toxinas presentes no veneno do escorpido Androctonus australis hector citado no trabalho de
Hmila e colaboradores (2012).

Dada as caracteristicas particulares e a versatilidade relacionadas a aplicacdo dos
nanocorpos, este trabalho mostra a selecdo de VHHs de camelideos a partir da técnica Phage
Display capazes de reconhecer a proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus,
tendo em vista 0 seu uso como um protétipo para auxiliar no diagnostico alternativo das
infeccdes por hantavirus, assim como levanta a hipotese do seu uso potencial como intrabody,
visando a inibicdo da replicacao viral.

O uso de anticorpos recombinantes do tipo VHH é proposto como alternativa de
diagnostico para as infeccbes por hantavirus, visto que hd uma dificuldade relacionada a
identificacdo das infec¢des por hantavirus devido ao desenvolvimento da infeccdo viral, onde
a viremia antecedem o aparecimento dos sintomas. A hantavirose € uma infeccdo que
apresenta alta letalidade, havendo a necessidade de se desenvolver novos insumos para
diagndsticos, visando aumentar a sensibilidade e acuracia dos testes sorolégicos, podendo ser
aplicados em investigaces sorologicas nas regides que apresentem o foco ou a suspeita da
infeccdo por hantavirus, visando medidas profilaticas e auxiliando na notificacdo das
infeccbes em roedores. Visto que novas metodologias e insumos podem vir a favorecer a
identificacdo de possiveis prototipos para o desenvolvimento de testes auxiliares para a
deteccdo da infecgdo pelo hantavirus, tais como, imunofluorescéncia, imunohistoquimica pds
morte e western blotting.

Ressaltando ainda, que os dados relacionados as infeccdes em humanos e em
roedores ndo sdo notificados em alguns estados brasileiros, testes diagnésticos para detec¢do
dos hantavirus circulantes, podem auxiliar na vigilancia em satde, permitindo a identificacdo
da etiologia de doencas febris hemorragicas, como também favorecer o desenvovimento de
inquéritos soroldgicos das infeccds por hantavirus em algumas regides do Brasil. Logo,
devido as carcteristicas fisico-quimicas apresentados pelos nanocorpos os tornam insumos
potencias para as aplicacfes relacionadas ao desenvolvimento de testes de imunodeteccdo e

imunoterapia voltadas as hantaviroses.
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2. OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar através da técnica de Phage Display nanocorpos de Lama glama capazes

de reconhecer especificamente a rNAgs do hantavirus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir uma biblioteca recombinante de VHHs;

e Isolar e caracterizar o segmento de VHH de anticorpos de camelideos capazes de
reconhecer a proteina rNAgs;

e Analisar ¢ caracterizar “in silico” as sequéncias dos clones selecionados;

e Realizar imunoensaios para verificacdo da especificidade dos VHHs a proteina
recombinante do hantavirus comparados com os anticorpos monoclonais anti rNAgs;

e Verificar a cinética de ligacdo do VHH anti proteina rNAgs em sensorchip, por
ressonancia plasménica de superficie comparando a especificidade de ligacdo com o
anticorpo monoclonal anti-rNAgs.

e Analisar por ensaios imunoenzimaticos a capacidade de reconhecimento do VHH a

proteina rNAgs.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Imunizacao dos animais e titulacdo dos anticorpos por ELISA

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizadosde acordo
com as recomendacGes do Conselho Nacional de Controlede Experimentacdo Animal
(CONCEA) e submetidos a aprovacdo pela Comissdo de Etica institucional no Uso de
Animais (CEUA) da Fiocruz Rondonia, sob o protocolo11/2012 (anexo 01).

Para a imunizagdo foi utilizado como antigeno, a proteina recombinante do
nucleocapsideo do hantavirus (rNAgs), que foi cedida gentilmente pela Dra Claudia Nunes
Duarte dos Santos do laboratorio de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas- ICC/
FIOCRUZ-PR.

Antes de iniciar o protocolo de imunizagdo da Lama glama, foram verificadas as
condicdes de saude do animal, por meio da avaliagdo do médico veterinario e exames
laboratoriais, tais como, hemograma completo e testes parasitologicos. O animal utilizado era
macho, jovem adulto, mantido estabulado nas condi¢des do clima da regido amazonica ad
libitum.

Foram realizadas trés imunizacGes com intervalos de quinze dias entre elas, sendo
administrado na primeira e segunda imunizacdo 200ug da proteina rNAgs associada com
200puL de adjuvante completo de Freund e &gua de injecdo gsp 500uL, com administracdo
por via subcuténea. A terceira imunizagdo foi realizada com 200ug da proteina rNAgs, diluida
em 0,9% de NaCl para 500uL de solucdo e a administracao foi realizada por via endovenosa
de acordo com protocolo adaptado do Canadian Council on Animal Care (2002).

As coletas do sangue do animal, foram realizadas com intervalo de 7 dias a partir da
primeira imunizacdo, para separacdo do soro, visando o acompanhamento do titulo de
anticorpos produzido pelos animais por ensaios imunoenzimaticos de captura ELISA (EIE) de
captura de anticorpos contidos no soro dos camelideos imunizados.

Para a verificacdo do aumento do titulo de anticorpos produzidos pela Lama glama
foram adsorvidos em placa de microtitulacdo de alta afinidade, Immuno 96 MicroWell®
Plates, de fundo chato Nunc Maxisorp® cerca de 1ug/mL de proteina rNAgs por pogo diluidos
em solucdo de PBS 1X pH 7,4, sensibilizadas por cerca de 16h a 4 °C em cdmara Umida. Apos
incubacéo as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS 1X/0,05% Tween 20 (PBST) em
lavadora de placas modelo ELx50®, marca Bio-Tek (todas as etapas de lavagens foram
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realizadas mecanicamente nesta lavadora). O bloqueio das superficies ndo adsorvidas foi
realizado com 200pL de solucdo de 5% de leite desnatado, por pogo, diluido em PBS 1X pH
7,4 (SB), incubado por 3h a 4 °C em camara umida e novamente foram realizadas trés
lavagens com PBST. Os soros do animal pré e pos-imunizado foram diluidos de forma seriada
em SB de 10*, 10°, 10° e 10 dispostos na placa em triplicata. As placas foram incubadas por
16h a 4 °C em camara Umida, e lavadas trés vezes com PBST. Foram adicionados 100puL por
poco do anticorpo secundario IgG de coelho anti-VHH de alpaca diluido 1:12000 em SB, e
procedeu-se uma nova incubacdo por cerca de 16h a 4 °C em camara umida. Apds lavagem
foram adicionados 100uL por poco do anti-lgG de coelho produzido em camundongo
conjugado com peroxidase (SIGMA®) na dilui¢do de 1:40.000 em SB, e as placas incubadas
por 2h a 4 °C em camara Umida. Em seguida, ap6s lavagem com PBST a reacao foi revelada
com 100 pL por poco de substrato enziméatico, TMB Substrate ultrasensitive (Millipore),
incubado por 30 min a temperatura ambiente. A reagdo enzimatica foi interrompida com a
adicao de 100puL por poco de &cido sulfarico 0,32 M e as absorbancias foram mensuradas por
meio do leitor de microplaca BioTek-Synergy HT (Bio-Tek)com a densidade oOptica (OD)
medida com um comprimento de onda de 450nm.

Para determinacdo do cut off foi considerado 3X Média do Negativo + 3X Desvio
Padréo.

3.2 Construcao da biblioteca priméria de VHH

3.2.1 Isolamento de linfocitosperiféricos

Apbs verificacdo do aumento de titulo dos anticorpos produzidos pelos animais
confirmando uma resposta imune induzida pela exposicdo a proteina rNAgs, foram coletados
30mL de sangue para obtencdo do soro em tubo contendo EDTA 3M pH 6,7, 0 mesmo foi
diluido na proporg¢do 1:1 volume de solucdo balanceadora (D- Glicose Anidra 0.1 %; CaCl, .
2H,0 5.0 x 10”° M; MgCl, . 6H,0 9.8 x 10 M; KCI 5.4 x 10 M, Tris Base 0.145 M e NaCl
0.14 M) e submetido a formacdo de gradiente de densidade um tubo tipo Falcon sobre o
Ficoll-Paque PLUS® - For in vitro isolation of lymphocytes (Amershan Biosciences). O
material foi centrifugado por 400 xg por 30min a 20 °C. Apds centrifugacdo a interface
formada contendo os linfocitos foi recuperada em um novo tubo e foram adicionados 1:3

volumes de solugéo balanceadora e seguidosde uma nova centrifugagéo a 100 xg por 10min a
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20 °C. Os linfocitos precipitados (“pellet”) foram ressuspendidos com um volume de 6 mL de
solugdo balanceadora e centrifugados por 100 xg por 10 min a 20 °C, em seguida foi
descartado o sobrenadante e as células foram solubilizadas em 1mL de solucdo balanceadora.
A contagem das células isoladas foi realizada em camara de Neubauer com diluicdo
1:20 volumes em corante azul de tripan (0,1%), observadas em microscépio éptico na objetiva
de 40X. O célculo baseou-se na contagem dos linfocitos encontrados nos quatro quadrantes da

camara de Neubauer (4 mm?2), considerando o célculo para nimero de células/mL.:

Numero de células contadas X Diluicao X Fator de correcao da camara (10%)

N2 quadrantes contados

3.2.2 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA foi realizada a partir do método de TRIzol® Reagent
(Invitrogen™) adaptado de Chomcynski e Sacchi (1987). Para a lise celular foi utilizado
250uL de suspensdo de 6,8x10° células e 750uL de TRIzol® Reagent (Invitrogen™),
homogeneizadas por pipetagem e incubado durante 5 min a temperatura ambientepara
permitir adissociacdo completado complexo de nucleoproteinas. Seguindo para a etapa de
separacdo foi adicionado 200uL de cloroférmio, homogeneizado vigorosamente por inversdo
por cerca de 15 segundos e submetido a incubacdo por 3 min a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 15min a 4 °C. A fase aquosa superior formada
foi recuperada em um novo tubo para o procedimento de precipitacdo do RNA. Para isso foi
adicionado 500puL de isopropanol (P.A) homogeneizado por inversdo e incubado por 10 min a
temperatura ambiente. Centrifugadas a 12.000 xg por 10min a 4 °C o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi submetido a lavagem com 1mL de etanol a 75%, e subsequente
centrifugacdo a 7500 xg por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e sedimento foi
solubilizado com 30uL de &gua tratada DEPC, incubada a 55 °C por 15 min para total
solubilizagéo, a concentragéo foi estimada por leitura em es espectrofotometro e armazenado

a-80 °C.
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3.2.3 Sintese do cDNA

Para a sintese do cDNA foi utilizado a enzima SuperScript™ I11 First-Strand Synthesis
System (Invitrogen™), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a reagdo uma mistura
contendo 2ug de RNA total, 1uL de 10 mM de dNTP mix, 1uL de iniciador Random
hexamero (50 ng/uL), gsp 10uL &gua tratadacom DEPC. A reacdo foi incubada a 65 °C por 5
min e logo apds resfriado no gelo por 1 minuto. Em seguida, 2uL de 10X RT tampéo, 4L de
25 mM MgCl, 2pL de 0,1M DTT, 1pL de RNaseOUT (40 U/uL) e 1uL de SuperScript 11l
RT (200 U/uL) foram adicionados. A amostra foi submetida a incubagéo por 10 min a 25 °C
seguida por 50min a 50 °C. A reacdo foi finalizada por meio de uma incubacéo a 85 °C por 5
minutos. Foi adicionado ainda 1uL de RNAse H (2U/uL) para degradacdo do RNA residual,
incubada por 20 min a 37 °C. O produto de cDNA obtido foi aliquotado e armazenado em
freezer a -20 °C, para posteriores passos de amplifica¢do por PCR.

3.2.4 Reacdo em cadeia da polimerase para amplificacdo da regido variavel da
cadeia pesada (VHH)

Para a amplificacdo das regides codantes que correspondem as cadeias pesadas das
imunoglobulinas do tipo G (1gG2 e 1gG3) foram realizadas duas reagdes de PCR utilizando
oligonucleotideos genes especificos, descritos por Ghahroudi e colaboradores (1997). A
primeira PCR é responsavel pela amplificacdo das regides codantes correspondentes ao VHH-
CH1-CH2 dos anticorpos convencionais (IgG1), resultando em um fragmento com cerca de
800pb e a regido codante das regides do VHH-CH2 dos anticorpos de cadeia pesada (1gG2 e
3), resultando em um amplicon de 600pb. Para isso foram utilizados os oligonucleotideos
genes especificos VH BACK A6: 5> GAT GTGCAGCTGCAGGCCTCTGG(A/G)GGAGG
3’ e CH2 FOR TA4: 5> CGCCAT CAAGGTACCAGTTGA 3’. Para a reagdo foi realizado
uma mistura contendo 5pL de 10x HotMaster™ Taq tamp&o com Mg ( 2,5mM Mg®"), 1uL
025 mM de dNTPs mix, 10pmol/uL de cada oligonucleotideo VH BACK A6 e
oligonucleotideo CH2 FOR TA4, 0,5uL de 2.5U HotMaster™ Tagq DNA Polymerase e gsp
50 pL de agua tratada com DEPC. A reacdo foi realizada em termociclador automatico
(Applied Biosystems) com temperatura inicial de 94 °C por 30 seg, para desnaturagio, 56 °C
por 30 seg, para anelamento e 72 °C por 45 seg para extensdo, a reacdo foi realizadacom 35

ciclos, além de 10 min a 72 °C para extensdo final.
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O fragmento de 600pb correspondente ao segmento de interesse das 19G2 e 3 foi
excisados do gel de agarose e apds purificagdo (Kit Real Genomic) de acordo com as
instrucdes do fabricante, foi submetido a PCRII utilizando os oligonucleotideos contendo as
sequéncias para insercdo de sitios das enzimas de restricdo Sfil e Notl (sublinhados),
mantendo as mesmas condi¢des da reacdo da PCRI, substituindo os oligonucleotideos
paraVH FOR 36: 5’-
ATGCCATGACTGCGGGCCCAGCCGGCCATGGCCGA(G/IC)GT(GIC)CAGCT- 3° ¢ VH
BACK A4: 5’- GGACTAGTTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACGGTGACCTG-3". A

reacdo foi realizada em termociclador automatico (Applied Biosystems) com a seguinte

ciclagem: 35 ciclos a 94 °C por 30 seg para desnaturacdo, 45 °C por 30 segundos para
anelamento, 72 °C por 45 seg, e mais 10 min a 72 °C para extensao final.

Os fragmentos de DNA obtidos apds a amplificacdo foram analisados em gel de
agarose 1,5% corados com GelRed™ 1X (Biotium Glowing Products for Science™),
visualizados com auxilio de transluminador por meio de luz UV e em seguida os produtos da
purificacdo foram analisados comparativamente com marcador de DNA de 100pb Low
(SIGMA®). Os fragmentos foram submetidos a purificacdo para eliminacdo de excesso de
oligonucleotideos e sais da oriundos da reacdo, minimizando os pontos interferentes para as

préximas reacdes.

3.2.5 Tratamento com endonucleases de restricdo e sintese do DNA recombinante

Apoés a realizacdo da reagdo da PCR Il, os fragmentos amplificados e o vetor
fagomideo foram submetidos a tratamento com as enzimas Notl-HF e Sfil (New England
Biolabs).

Na reacdo de digestdo enzimatica foi utilizado 4ug do produto da PCRII purificada
(Kit real Genomic) de acordo com as instrugdes do fabricante, 10uL de 10X NE Tampéo 4
(50mM CH3COOK, 20mM Tris-acetato, 10mM Mg(CH3COO),, 1ImM DTT e pH 7,9), 1uL
BSA 100X, 1uL de Notl-HF 20.000U/mL e gsp 100uL, incubado por 8 h 37 °C em seguida
foram adicionados 1pL Sfil 20.000U/mL e a reacdo foi incubada a 50 °C por mais 8h e
armazenado em freezer a -20 °C. As mesmas condi¢des foram utilizadas para digestdo do
vetor fagomideo, no entanto este foi submetido a desfosforilacdo apds a reacdo de restricdo
enzimatica com 1pL de enzima Calf Intestinal Alkaline Phosphatase- CIAP (Fermentas

Thermo Scientific), incubado a 37 °C por 1h e inativada a 85 °C por 10 min.
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Os produtos digeridos foram purificados (Kit Real Genomic) e submetidos a reagdo de
ligag&o, nas proporcgdes molares de 2:1(inserto:vetor), com 10pL de tampéo 2X Rapid ligation
tampdo, 500ng de inserto, 250ng de vetor fagomideo, 2uL de T4 DNA ligase 3U/uL
(Promega) gsp 20uL de reacdo incubado a 4 °C overnight, entdo purificados (Kit Real
Genomic) e transformados em E.coli, cepa TG1 (Stratagene) eletrocompetentes previamente

preparadas in-house.
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Figura 5: Vetor fagomideo. A. O vetor pHEN1 utilizado para clonagem do segmento de VHH contendo um
origem para o fago auxiliar M13, origem de replicacdo para E.coli, gene que confere resisténcia a ampicilina
(hachurada) e sitios de restricdo para as enzimas Sfi e NotIHF, Operon LacZ, proteina sinalizadora PelB, Mic tag
e proteina I11 de fusdo. B. Seqiiéncia dos sitios das enzimas de restri¢do, regido promotora e Mic tag. (Adaptado:
HOOGENBOOM et al., 1991).

3.2.6 Transformacdo em E.coli TG1 para confeccéo da biblioteca priméria de VHH

As células E.coli cepa TG1 eletrocompetentes, previamente preparadas e armazenadas

em freezer -80 °C, foram descongeladas em repouso no gelo. Em seguida foi adicionado 1uL
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da reacdo de ligagdo em 40uL de células eletrocompetente, homogeinizado e incubado por
10min no gelo sem agitacdo. As bactérias contendo a ligacdo foram entdo transferidas para
cubetas de eletroporacdo de 0,1cm (BioAgency) previamente resfriada e submetidas a um
pulso de 1,8 kV em eletroporador (BioRad MicroPulser™), imediatamente foi adicionado
960uL de meio SOC (a partir de SOB para 100mL: peptona- 2g; extrato de levedura- 0,50-
NaCl 2M- 0,5 mL; KCI 250mM-1 mL, com a adicio de glicose a 20%- 500uL; MgSO™ 250
uL; MgCl'2 125 pL) transferido para um novo tubo de 2,0mL e incubado a 200 xg a 37 °C por
2 horas. Em seguida a cultura foi centrifugada a 2.000 xg, por 10 min a 4 °C, o precipitado foi
eluido em 1mL de 2-YT broth (Invitrogen™) e posteriormente plaqueado o conteudo de 4
transformacdes em recipientes de 30x30cm, com 2-YT broth (Invitrogen™) contendo 1,5%
de agar bacteriologico (HIMEDIA), 100ug/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) (2YT/Amp) e
2% de glicose foram incubadas a 30 °C por 16 h para isolamento das col6nias. Para a
confecc¢do da biblioteca priméria foram realizadas 20 transformagdes.

As colbnias isoladas foram removidas da superficie das placas com auxilio de cell
scraper (Corning®) e solubilizadas em meio de cultura 2YT/Amp/glicose e 15% de glicerol.
Foram preparadas aliquotas contendo 500uL de volume final da biblioteca em tubos de 1,5mL
e armazenado em freezer -80 °C.

A eficiéncia de ligagdo foi verificada a partir de PCR de col6nias, utilizando os
oligonucleotideos da PCRII, para confirmacdo da insercdo do segmento correspondente ao
VHH ao vetor pHEN1. O tamanho da biblioteca primaria de VHH foi determinado a partir de
diluicSes seriadas: 102,10, 10°, 10®, 10™° plaqueados 100uL de cada diluicdo em placa de
petri, 30x30mm contendo meio de cultura 2Y T/amp/glicose e colocadas a 37 °C por 16 h para
crescimento e isolamento de coldnias.

Para o calculo para titulacdo da biblioteca priméaria de VHH foi considerado: NUmero
de col6nia X Fator de diluicdo X 100 (Volume plagueado da amostra por placa), ao final o

valor encontrado é relacionado ao nimero de col6nias encontrada por 1mL.

3.3 Mutagénese para insercdo de 6 XHistag em vetor fagomideo pHEN1

Devido a auséncia da 6x Histag no vetor fagomideo pHEN1, ponto que dificultava a
purificacdo por cromatografia de afinidade, foi necessario a insercdo do cddon tag por

mutagénese para possibilitar a cromatografia em coluna de niquel (Ni*"). Para a mutagénese
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foi utilizado o miniprep do vetor pHEN 1, extraido de acordo com as instru¢fes do fabricante
(QlAprep Spin Miniprep Kit). Os oligonucleotideos PHEN1HISF2 5’- CAA ACG GGC GGC
CGC ACA TCA TCA TCA CCA TCA CGG GGC CGC AGA ACA AAA ACT-3’ ¢
PHENIHISR2 5’- GAT GAG TTT TTG TTC TGC GGC CCC GTG ATG GTG ATG ATG
ATG TGC GGC CGC CCG TTT G — 3’ foram sintetizados de acordo com a seqiéncia do
pHEN. Foram realizadas diferentes reacOes utilizando concentracdes do DNA plasmidial
entre 5 a 50ng (5, 10, 20 e 50ng) mantendo uma concentracdo de 125ng de oligonucleotideos
entre as reaces, utilizando o Quik Change® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).

Para a reacdo de mutagénse foi utilizado 5uL de 10X tampéo, 1pL de pfuTurbo DNA
polimerase (2.5U/ pL), 125ng dos oligonucleotideos PHEN1HISF2 e PHEN1HISR2, 1uL
dNTP’s mix e qsp 50uL de reagdo. A reagdo foi realizada em termociclador automatico
(Applied Biosystems) com um ciclo inicial de 95 °C por 30 seg, 18 ciclos de 95 °C por 30 seg,
55 °C por 1 min e 68 °C por 1minuto. O produto da PCR mutagénica foi digerido com enzima
de restricdo Dpnl (10U/pL) e incubada por 1 h a 37°C. Apos restrigdo enzimética o produto
foi submetido a transformacédo em bactéria E. coli supercompetente cepa XL1-Blue, fornecida
pelo kit (Stratagene).

Para a transformacdo foi utilizada uma aliquota contendo 50 pL da bactéria, que foi
retirada inicialmente do —80 °C e descongelada no gelo, nesse volume de células bacterianas
foi adicionado 1pL do produto da PCR mutagénica digerida, homogeneizado por pipetagem e
incubado no gelo por 30 min, na seqliéncia foi dado um choque térmico a 42°C por 45 seg e
imediatamente incubado no gelo por 2 min, apds incubacdo foiadicionado 500uL de NZY™*
(10g caseina hidrolisada, 5g extrato de levedura, 5g de NaCl pH 7,5, 12,5mL de 1 M MgCly,
12,5 mLde 1M MgSO,4, 20 mL de 20% (w/v) glicose) e incubado em shaker a 37°C por
lhora. As amostras foram plaqueadas em duplicata em LB/Amp e incubadas por 18h a 37 °C.
Para a confirmacdo da insercdo da sequéncia do Histag foi realizada a caracterizacdo génica

por seqiienciamento dos plasmideos extraidos.

3.4 Expressdo dos VHHs na superficie de bacteriéfagos

Para a confeccdo da biblioteca secundéria os clones VHHs foram infectados com fago
auxiliar cepa M13KO07(New England Biolabs). Para isso foi inoculado cerca de 150uL da
biblioteca estoque (ODgoo 0,04) que estava armazenado em freezer -80 °C em frascos de

culturade 2L contendo 500 mL de 2YT/Amp e 2% glicose. Nesta fase houve a preocupacgéo
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em determinar um comprimento de onda de ODgyonm uma leitura <0,05, garantindo uma maior
variabilidade de clones individuais. A cultura foi incubada a 37 °C em shaker, a 300 xg, até
um OD 0,5 (Agoonm). Foi entdo adicionado 1x10™ UFP/mL (Unidade formadora de placa/mL)
do fago auxiliar cepa M13K07, correspondente uma razao de 10-20:1 (fago auxiliar: bactéria).
Apos incubado a 37°C por 1 hora com homogeneizagdo ocasionais, seguido de incubacdo sob
agitacdo constante a 300xg, em shaker a 37 °C por lhora. Para determinacdo a infecgdo do
fago auxiliar foi removido 1uL da cultura e diluido em 1mL de 2YT e plaqueado 1uL e 10uL
em 2YT/Amp e 2% glicose e 2YT/Kana e 2% glicose. O numero de col6nias em cada placa
deve ser similar, com a proporgéo de colonias resistentes a canamicina maior do que 10% do
namero de coldnias resistentes a ampicilina, visto que o fago possui o0 gene que confere
resisténcia para canamicina estimando assim a eficiéncia de infeccao pelo fago auxiliar.

O restante da cultura foi centrifugado por 15 min a 4000 xg a temperatura ambiente. O
sobrenadante descartado e o precipitado foi ressuspendido em 500mL 2YT/amp/kana,
incubado sob agitacéo, 300 xg em shaker a 30 °C por cerca de 18 h visando a propagacao dos
fagos expondo a plll recombinada em seu capsideo. Os passos seguintes estao relacionados a

purificacdo dos fagos, que correspondem a biblioteca secundaria.

3.5 Purificacdo e titulacdo da biblioteca de fagos

Apds propagacdo pela incubacdo da cultura infectada com o fago auxiliar, a mesma foi
centrifugada a 10.000 xg em tubos de 250mL por 30 minutos. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante transferido para um novo frasco e adicionar 1/5 volumes da solucdo de PEG
6000/NaCl 2,5M para o volume de sobrenadante recuperado, submetidos a incubacéo a 4 °C
por 4 horas. Em seguida centrifugado a 4000 xg por 15min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado passou por uma centrifugacdo adicional de 30 segundos visando
descartar sobrenadante residual. O precipitado entdo foi ressuspendido com 1/10 volumes de
PBS 1X pH 7,4 e submetido a nova centrifugacédo por 10.000 xg por 15 min para precipitar as
bactérias restantes (debris celular), o sobrenadante foi transferido para um novo frasco para
completa purificacdo do fago com a adicdo de 1/5 volumes de PEG 6000/NaCl 2,5M e
incubacéo por 1h a 4 °C seguida de centrifugacdo por 15min, 10.000 xg, a 4 °C, o precipitado
foi entdo ressuspendido em um volume final de 1/50 do volume da cultura original com PBS

1X pH 7,4, obtendo assim a biblioteca secundaria de fagos.
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O eluato de fago foi titulado com o auxilio de bactérias E.coli cepa XI-Blue
(Stratagene, Tet"). As mesmas foram cultivadas em 2YT broth com 50 pg/mL tetraciclina, e
incubada a 37 °C em shaker com rotacdo de 300 xg até atingir uma densidade de ODssonm 1,0.
A preparacdo de fago foi submetida a diluicdes seriadas, 0,01mL desta preparacdo de fago foi
adicionada a 0,5mL de cultura de célula XL-Blue em um tubo de 15 mL tipo falcon, onde
foram acrescentados 3 mL de 2YT Top agar a 45 °C (169 de bacto-triptona, 10g de extrato de
levedura, 59 de NaCl, 7,5g de agar bacterioldgico gsp 1L) devidamente homogeneizado e em
sequida plaqueado em LB agar (Invitrogen™) e incubado em estufa bacteriologica a 37 °C
por 16 h. Os plaques foram contados para determinacdo do titulo da biblioteca secundaria.
Para o calculo foi considerado: NUumero de plaques formado X 100 (por conta da diluicdo dos

fagos por placa 0,01mL) X fator de diluicdo apropriada onde se formaram os plaques.

3.6 Selegdo de VHHSs anti proteina rNAgs pela metodologia de biopanning

Para a selecdo dos fagos carregando o VHH anti proteina rNAgs, imunotubos
MaxiSorb® foram sensibilizados com 300ug da proteina rNAgs diluida em 3mL de tampao
PBS 1X pH 7,4, incubado por 48 h sob agitacdo leve em homogeneizador (Phoenix) a
temperatura ambiente. Os imunotubos foram lavados por 3 vezes com PBS 1X pH 7,4 e foi
adicionado 3 mL de SB, incubado por 3 h a temperatura ambiente. Antes do término de
periodo de incubacdo 1mL da biblioteca de fago 2,7x10*ufc/mL foi adicionada a gsp 3mL de
SB e por 45 min homogeneizado sob agitacdo. A SB foi descartada, e sem submeter o
imunotubo a lavagem, foi adicionado a solucdo de fago previamente preparada com SB,
incubadas por 1 h sem agitacdo e 1 h sob agitacdo constante em homogeneizador. Em seguida,
os imunotubos foram lavados sucessivamente por 5 vezes com PBST e por 5 vezes com PBS
1X pH7,4, com intervalos de 2 min entre as lavagens, visando a remogéo de todos os fagos
que ndo haviam expressado o VHH capaz de reconhecer a proteina proteina rNAgs. Os fagos
foram eluidos com 1mL de HCI 100mM incubados por 10 min a temperatura ambiente, a
reacdo foi neutralizada rapidamente com 1mL de Tris-HCI 1M.

A suspenséo de fago selecionado foi amplificada em culturas de E. coli cepa TG1 na
fase mid-log OD 0,5 (Asoonm) a@s quais foram incubadas por 30 min a 37 °C sem agitacédo e 30
min sob mesma temperatura com agitacdo de 225 xg para re-infeccdo das bactérias pelos
fagos. Em seguida a cultura foi centrifugada a 4000 xg por 15 min, o sobrenadante descartado

e o0 precipitado ressuspendido em 500uL de 2YT e plagueado em 2YT/amp/2% glicose. As
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placas foram incubadas por cerca de 20 h a 30 °C. Ap6s o isolamento, 118 coldnias foram
selecionadas aleatoriamente para anélise por PCR e ELISA, o restante da massa bacteriana foi
recuperada com auxilio de cell scraper e solubilizada em meio 2YT/Amp/glicose e 15% de
glicerol e armazenada em freezer a -80 °C para dar sequiéncia aos proximos biopannings. O
procedimento de selecdo foi repetido novamente por mais uma vez, aumentando o numero de
lavagens, submetendo-se os imunotubos a 10 lavagens com PBST e 10 lavagens com PBS
1X, com intervalo de 2 min entre cada lavagem, visando aumentar a especificidade de ligacéo
entre os fagos apresentando o VHH no seu capsideo a proteina rNAgs do hantavirus
imobilizada no imunotubo (Fig.6).

Foram realizados no total, dois biopanning utilizando as mesmas concentragdes da
proteina rNAgs imobilizadas no imunotubo, havendo alteracBes, no segundo biopanning, do

aumento no numero e estrigéncia nas lavagens, visando uma maior especificidade de selecéo.
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Figura 6: Etapas de selecdo por biopanning. 1. Biblioteca demonstrando variabilidades entre os VHH
clonados; 2. Apos infeccdo fagica é obtida uma biblioteca de fagos expondo em seu capsideo diferentes VHH,
alem de transporte de fagomideo em seu interior. O antigeno é imobilizado em um suporte fixo onde a biblioteca
de fagos é exposta. 3. Séo realizadas sucessivas lavagens para eliminagdo dos fagos inespecificos; 4. Os fagos
selecionados por especificidade de ligagdo sdo eluidos; 5. Propagacdo € realizada infectando bactéria E.coli cepa
TG1. 6. Os clones sdo isolados em placa com antibi6tico que confere seletividade. O produto da propagagao foi
submetido a nova rodada (2x etapas)de selecdo aumentando o nimero de lavagens.
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3.7 Verificacao da especificidade dos clones anti-rNAgs

Apls selecdo aleatoria de 80 clones isolados a partir de dois biopanning, a
confirmagdo da presenca do VHH foi realizada a partir de PCR utilizando os
oligonucleotideos da PCRII (sequencia supracitada no item 3.2.4). Para a verificacdo da
especificidade dos clones VHH selecionados positivamente por PCR foi realizado ensaios de
imunodeteccdo por ELISA expondo-os a proteina rNAgs, Ainda para confirmacdo de
especificidade dos clones VHHs a proteina recombinante foi realizado ELISA utilizando o
virus vacinal da febre amarela. Para isso, cada clone foi adicionado em 1,5mL de
2YT/amp/0,1% glicose em microtubos tipo eppendorf, incubados em shaker a 37 °C sob
agitacdo até atingir a ODgoonm 0,9, entdo adicionado 500uL de 2YT/amp/IPTG 3mM
(Isopropil-3-D-thiogalactopiranosideo), incubado em shaker sob agitagdo 250xg a 30 °C por
cerca de 16 h, para expressdo do VHH soluvel. A cultura foi centrifugada a 2700 xg, por
15min a temperatura ambiente, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado
para os testes de ELISA.

Paralelamente a expressdo do VHH, uma microplaca Immuno 96 MicroWell® Plates,
de fundo chato Nunc Maxisorp® cerca de 10ug/mL da proteina rNAgs por poc¢o diluidos em
solucdo de PBS 1X pH 7,4, sensibilizadas por cerca de 18 h a 4 °C em camara umida. Apos
incubacdo as placas foram lavadas por 3 vezes com PBST em lavadora de placas modelo
ELx50®, marca Bio-Tek, todas as etapas seguintes, apés incubagéo foi seguida de lavagem. O
bloqueio foi realizado com 200uL por pogo de SB, 5% de leite desnatado solubilizado em
PBS 1X pH 7,4. Apos lavagem com PBST foi adicionado 200uL por poco do sobrenadante
contendo VHH expresso diluido 1:1 volume da SB, distribuido em duplicata na placa e
incubado por 16 h a 4 °C em camara Umida. Submetido a nova lavagem com PBST, apds
adicionado 100uL por poco do IgG de coelho anti-VHH diluido 1:12000 em SB, seguido de
incubacdo por 16 h a 4 °C em camara Umida.

A incubac&o seguinte foi realizado com 100uL por pogo do anticorpo 1gG anti-coelho
conjugado com peroxidase produzido em camundongo (SIGMA®) na diluigdo de 1:40000 em
SB, incubado por 2 h a 4 °C em camara umida. Em seguida, apos lavagem com PBST a
reacdo foi revelada com 100uL por poco de TMB Substrate ultrasensitive (Millipore),
incubado por 30 min a temperatura ambiente. A reacdo enzimaética foi interrompida com a

adig&o de 100pL por poco de Acido sulfarico 0,32 M e as absorbancias foram mensuradas por
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meio do leitor de microplaca BioTek-Synergy HT, Bio-Tek, com a OD medida com um
comprimento de onda de 450 nm.

Como controle positivofoi utilizado o soro do animal coletado trés dias apés a Gltima
imunizacdo diluido 1:1000 em SB e para controle negativo foi utilizado o soro pré-imune do
animmal. Ainda para teste de especificidade 39 clones que apresentaram capacidade de
interagdo com a proteina rNAgs foram selecionados aleatoriamente e submetidos a ELISA

contra o virus vacinal atenuado da febre amarela 17DD (BioManguinhos) (Fig. 15).

3.8 Extracdo plasmidial dos clones selecionados por ELISA

Os clones positivos selecionados por ELISA foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial utilizando o QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo
indicado pelo fabricante. O DNA plasmidial de 26 amostras foram enviadas para

sequenciamento para a caracterizagdo génica dos clones.

3.9 Sequenciamento e modelagem

A reacdo de sequenciamento foi realizada usando o BigDye Terminator® v3.1 Cycle
Sequencing Kit da Applied Biosystems. Os produtos do sequenciamento foram submetidos a
eletroforese em um sequenciador modelo 3130xI da Applied Biosystems. Utilizando 3,2 pmol
de oligonucleotideos pHENR1 e pHENF1. As seqliéncias obtidas foram editadas com uso das
ferramentas EditSeq e alinhadas no aplicativo MegaAlign disponiveis no software DNAstar
(LASERGENE, 1994), foram entdo submetidas ao BLAST e posteriormente alinhadas com as
sequencias depositadas nos bancos de dados Gen Bank Nucleotide Database (NCBI BLAST).
Apo6s andlise um clone foi selecionado e retransformado em bactéria E. coli cepa HB2151,
linhagem ndo supressora do codon de terminagdo &mbar (cdédon de terminacdo), que permite a
expressao do VHH na forma soltvel ndo fusionada a pllil.

A modelagem por homologia foi realizada em colaboragdo com o Dr. Fernando Berton
Zanchi (Instituto de Pesquisa em Patologias Tropicais/ IPEPATRO). Foi utilizado como
molde a estrutura cristalizada de anticorpos de dominios Unicos de Lama glama contra
proteina editossomo de Trypanossoma brucei (PDB code: 3K7U cadeia A) com resolugdo de
2.1A (KROEMER et al., 1996). Para pesquisa e recuperacdo do modelo foram utilizados os
programas Protein Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1990) e o Protein
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Data Bank (PDB) (http://www.pdb.org). Os alinhamentos das sequéncias foram realizados
utilizando os softwares MODELLER v9.10 (SALI, 1993) e ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). A construcdo do modelo foi realizada no software MODELLER v9.10. A qualidade do
modelo também foi avaliada por comparacgéo da estrutura prevista com a estrutura molde por
meio de sobreposicdo e avaliacdo de desvio de atomos RMS (RMSD). A visualizacéo
interativa e a andlise comparativa das estruturas moleculares foram realizadas no Swiss-PDB
viewer (GUEX et al., 1997) e as estruturas das imagens no software Persistence of Vision
Raytracer (POV-ray) 3.62.

3.10 Anélise da interacdo entre a proteina rNAgs com produtos de expressédo do VHH
por Ressonancia Plasmdnica de Superficie (SPR)

Os estudos de cinética de interagdo dos VHHs a proteina rNAgs foram realizados em
colaboracdo com o Centro de Estudos de Biomoléculas aplicadas a saude
(CeBio/UNIR).Como ferramenta para os estudos de afinidade foi utilizado ressonancia
plasménica de superficie (SPR) em sensorchip T200 BlAcore (GE Healthcare).Os pardmetros
de ligacdo, tais como a afinidade, a cinética, a especificidade e seletividadesdo parametros
importantes relacionados aselecdo de candidatos compropriedades especificas.

A proteina rNugs utilizada para a imobilizagcdo no sensorchip foi tratada com solucéo
HBS-P 1X (10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 3.4 mM EDTA, e 0.005% tween 20 pH
7,4) para retirar os resquicios de uréia e imidazol provenientes do processo de purificacdo em
coluna de niquel. Tal substituicio de tampdo foi necessaria para eliminar possiveis
interferentes presentes na composi¢do do meio, que poderiam resultar em um falso positivo,
ou seja, uma falsa interacdo dos VHHs. O procedimento de troca de tampé&o foi realizado
utilizando um tubo Amicon® Ultra (Merck Millipore) com cut off de 3 kDa, com adicdes de
15mL de solucdo de HBS-p 1X e centrifugagdes de 5.000g por 30minutos.

Para os testes de viabilidade de interacdo da proteina rNags foi realizado um
escalonamento utilizando tampdes com diferentes pH’s. Apds analise, verificou-se maior
estabilidade de ligacdo da proteina rNags ao sensorchip com os tampdes acetato 10mM nos
pH’s: 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e tampdo fosfato 42mM no pH 6,5. Para as condi¢Ges analiticas foram
utilizadas tampé&o de corrida HBS-P 1X. Para analise foi utilizada a temperatura de 25°C, com
180s de tempo de contato e para regeneracgéo foi utilizada a solugdo NaOH 50 mM com fluxo
5 uL/min.
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3.10.1 Para a imobilizacéo

Para imobilizacdo foi levado em consideracdo a massa aproximada dos VHHs a
serem analisados, de acordo com os dados disponiveis na literatura, e da proteina rNxgs para se
calcular os niveis de ligantes a serem imobilizados na superficie do chip. Este procedimento
limita o nivel de resposta do sensorchip com a finalidade de prevenir efeitos secundarios de
interacdes cruzadas, conhecido como “efeito de transporte de massa”.

Neste estudo a proteina rNags ligante apresenta uma massa molecular de
aproximadamente 48 kDa, entretanto o analito em questdo, ou seja, 0 VHH proveniente da
fracdo do sobrenadante do meio de cultura de bactérias (extrato total), € um analito
heterogénio. Os valores de massa estimado para os VHHs, para efeito de calculo, foi
determinada de acordo com a massa aproximada do dominio Unico do anticorpo de cadeia
pesada com cerca de 15 kDa.

Para os estudos preliminares, de acordo com as massas apresentadas pelos VHHs e
da proteina rNAgs determinou-se uma resposta maxima para a célula de fluxo a ser
imobilizada em 200 unidades de ressonancia (RU). Sendo assim, ao resolver a equagdo o
resultado da quantidade de ligante a ser imobilizado sobre o sensorchip foi de
aproximadamente 800 RU. A imobilizacdo procedeu-se utilizando como tampédo de
imobilizacdo acetato 10 mM; pH 5,5, como tampao de corrida HBS-P 1X. Para a analise foi
Foi mantida a 37 °C, com niveis de imobilizacdo de 800 RU, 50ug/mL de concentracdo da

proteina rNags € um fluxo de 5pL/minutos.

3.10.2 Testes preliminares para analise da interacao

O sensorchip imobilizado com a proteina rN,gs foi submetido a um ensaio de ligacao
(Binding Assay) especifico para verificagcdo da interacdo antigeno-anticorpo, denominado de
Immunoscreening, onde os VHHs utilizados foram obtidos do processamento de meio de
cultura de vérios clones de bactérias recombinantes que expressam VHH.

Nos testes preliminares foram utilizados os sobrenadantes e precipitados de 16 clones
selecionadas aleatoriamente, produtos do primeiro e segundo biopanning. Os clones foram
entdo cultivados e a expressao foi induzida com 100mM de IPTG. Os produtos da expresséo,
provenientes do sobrenadante e precipitados foram separados e submetidos a filtragdo com

filtro 0,22nm, para retirar restos celulares e artefatos do meio de cultura. Os produtos da
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filtracdo foram diluidos em tampdo HBPS1X para os testes de interacdo. Para fins de
reprodutividade todas as amostras foram analisadas em duplicata.

As condicgdes analiticas foram ajustadas as condigdes fisiologicas, utilizando tampéo
de corrida HBS-P 1X, com temperatura de anélise de 37 °C, com fluxo de 20pL/min, 180seg
contato e 60seg para dissociacdo. A regeneracdo foi realizada em duas etapas, onde na
primeira utilizou-se uma solucdo denominada AIC (acido oxalico, H3PO4, acido férmico e
acido malonico, cada um com 0.15M, pH 5.0 com 4 M NaOH; KSCN (0.46 M), MgCl, (1.83
M), uréia (0.92 M), guanidina HCI (1.83 M) e 20mM de solugdo de EDTA) que é composto
por uma mistura de acidos organicos, sais inorganicos e um agente caotrépico. Na segunda
regeneracdo utilizou-se uma solugcdo denominada ICW (KSCN (0.46 M), MgCl, (1.83 M),
uréia (0.92 M), guanidina HCI (1.83 M), solucdo de 20mM EDTA e &gua) que € composto
por sais inorganicos, agente caotropico e dgua. Ambas as solucBes de regeneracdo estdo de
acordo com a metodologia empregada por (ANDERSSON et al., 1999). Os produtos do
sobrenadante foram diluidos 1:1(v/v) com tampdo de corrida HBS-P 1X, visto que este ensaio

foi realizado em duplicata repetitiva.

3.11 Verificagdo do reconhecimento do clone VHH a proteina rNAgs

Para testar a capacidade de reconhecimento do VHH a proteina rNAgs foi realizado o
testes de western blotting, para isso foi necessario a expressdo de um dos clones para selecédo
do sobrenadante e do precipitado, para isso o clone KC329708 que havia sido selecionado
previamente por ELISA, apresentando boa capacidade de reconhecimento a proteina rNAgs foi
retransformado em E.coli cepa HB2151 (visando a expressao soltvel do VHH). A cultura foi
incubada em shaker até alcancar a ODgoonm 0,5, entdo a expressao foi induzida com 1mM de
IPTG, seguida de incubagéo por cerca de 18 h a 30 °C sob agitagédo. A cultura foi centrifugada
a 2.700xg por 15min a 4 °C, o sobrenadante foi recuperado em um novo tubo e concentrado
em centrifuga a vacuo por cerca de 4 h a 60 °C. O precipitado foi tratado para extracdo das
proteinas a partir da lise da parede celular, para isso foi adicionado 5mL de solucdo de
tratamento do precipitado (10mM Tris HCI pH 8,0, 1ImM EDTA pH 8,0 e 20% sacarose),
homogeneizado no vortex e incubado sob homogeneizagdo por 30min a temperatura ambiente

e centrifugado a 2.700xg por 15min a 4 °C, o produto do lisado foi recuperado para analise.

51



3.12 Subclonagem e expressdo em vetor pHEN1-6xHistag

Os clones que apresentaram afinidade e capacidade de reconhecimento a proteina
recombinante do hantavirus nos testes imunoenzimaticos e SPR foram subclonados no vetor
fagomideo pHEN1-6xHistag. O mesmo foi submetido a restricdo enzimatica com as enzimas
Sfil e Notl-HF (New England BioLabs). Foi utilizado 1,5ug do vetor pHEN-6xHistag, 10uL
de 10X NE tampédo 4 (50mM CH3COOK, 20mM Tris-acetato, 10mM Mg(CH3COOQO),, 1mM
DTT e pH 7,9), 1uL BSA 100X, 1uL de Notl-HF20,000U/mL e gsp 100uL, incubado por 8 h
37 °C em seguida foi adicionado 1uL Sfil 20,000U/mL e a reacédo foi colocada a 50 °C por
mais 8h e armazenado em freezer a -20°C. As mesmas condic¢Oes foram utilizadas para a
realizacdo da restricdo enzimatica do VHH recombinado ao vetor fagomideo (miniprep do
clone 21(KC329708- oriundo da clonagem). Os produtos da reacdo de restricdo enzimatica
foram purificados com o kit (Qiagen PCR purification).

Para a recombinagdo do VHH ao pHEN1-6xHistag foi realizada a ligagdo com 50uL
de tampédo 2X Rapid Ligation buffer, 125ng de inserto (VHH Clone 21- KC329708), 50ng de
vetor fagomideo pHEN1-6XHistag, 2uL da enzima T4 DNA ligase 3U/uL (Promega) gsp
100pL de reacdo incubado a 4 °C por cerca de 18 horas. Apos reacdo de ligacdo para
confeccdo do DNA recombinante foi realizada purificagdo com o kit (Qiagen Purification Kit)
e 1uL da ligacdo foi utilizada para transformacdo em E.coli, cepa HB2151 (Stratagene) nédo
supressora de stop codon eletrocompetentes previamente preparadas in house. A cultura foi
plagueada em 2YT amp + 2% glicose, incubada por cerca de 18 h a 37 °C em estufa
bacteriolégica. Para confirmacdo da subclonagem foi realizado PCR utilizando
oligonucleotideos da PCRII.

Para a expressdo do VHH soltvel foi selecionado uma coldnia aleatoriamente da placa
de cultura e adicionada em 250mL de meio de cultura 2YT amp/ 0,1% glicose, incubado em
shaker sob movimentos continuos de cerca de 250 xg e o crescimento acompanhado até
atingir ODgoonm 0,9 entéo induzidas com adicdo de 250mL de meio de cultura 2YT amp/ImM

IPTG, incubados 18h a 30 °C sob agitacdo constante.

3.13 Purificacdo do VHH por cromatografia de afinidade em coluna de Niquel

Apo0s a incubacdo da cultura de bactérias expressando o VHH, a massa celular foi

recuperada por centrifugacdo a 2.700xg, por 15 min a 4 °C. A purificacdo foi iniciada com a
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solubilizacdo doprecipitadoem tampéo de lise com 50mM de Tris HCI pH 8,0, seguindo com
sonicacdo (Missonix Ultrasonic Processors). O material do lisado celular foi centrifugado por
8000xg por 15 minutos. Apos centrifugacdo 10 volumes do sobrenadante foi transferido para
um filtro contendo resina Ni-NTA Agarose (Qiagen) previamente equilibrada com 10
volumes de tampédo de lise (50mM NaH,PO, 300mM NaCl, 20mM Imidazol pH 8,0) e
deixados sobre a bancada para fluxo por gravidade a temperatura ambiente, a coluna foi
lavada com 10 volumes de tampdo de lavagem (50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 40mM
Imidazol pH 8,0) e seguidamente submetido a eluicdo com tampdo (50mM NaH;PO,4, 300mM
NaCl, 250mM Imidazol pH 8,0). O eluido da coluna Ni-NTA foi coletado para anélise
posterior em gel desnaturante de SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie Brilliant Blue R-
250.

Apbs a purificacdo para a execucdo do teste de ressonancia plasménica foi necessario
a concentracdo e troca do tampdo no qual o VHH havia sido eluido, devido a presenca de
250mM imidazol (tampé&o de eluigdo). Para tal foi utilizado Amicon® Ultra-15 Centrifugal
Filter Devices (Millipore) seguidas de 3 centrifugacdes com 15mL de PBS1X pH 7,4 a
4.000xg por 60min a 4°C. Seguido por dosagem para verificacdo da concentra¢do do VHH

purificado pelo método de Bradford.

3.14 Ensaios de imunodeteccéo para verificacdo da capacidade de reconhecimento do

VHH purificado anti proteina rNAgs por ELISA e western blotting
Para testar a afinidade de reconhecimento do VHH a proteina rNAgs, foram realizados
testes de imunodeteccdo por ensaios de ELISA, onde foram adsorvidos cerca de lug/mL da
proteina rNAgs do hantavirus por poco, diluidos em solucdo de PBS 1X pH 7,4 em placa
Immuno 96 MicroWell® Plates, de fundo chato Nunc Maxisorp®, incubados em camera
umida a 4 °C por cerca de 18 horas. Ap6s incubacéo a placa foi lavada por 3 vezes com PBST
em lavadora de placa modelo ELxX50® (Bio-Tek) e adicionados 200uL por poco de SB,
incubado em camara Umida por 3 h a 4 °C. Foi adicionado 200uL por poco do VHH
purificado na diluicdo 1:1.000 em SB, 0 mADbs anti-rNAgs a-hanta 432-6BF na mesma diluicéo
e incubado em camara Umida a 16 h a 4 °C e como controle negativo somente SB, todas as
amostras foram analisadas em duplicata. A placa foi lavada por 3 vezes com PBST, e
adicionado 100puL por pogo do anticorpo secundario anti-1gG,/1gG3 de alpaca produzido em
coelho diluido 1:12.000 em SB, submetida a nova incubacgédo por cerca de 16 h a 4°C em
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camara Umida e lavado novamente. Foram adicionados 100pL por pogo do anti-IgG de coelho
produzido em camundongo conjugado com peroxidase (SIGMA®) na diluicdo de 1:40.000
em SB, incubado por 2 h a 4 °C em camara umida. Em seguida, apds lavagem com PBST a
reacdo foi revelada com 100uL por pogo de substrato enzimatico, TMB Substrate
ultrasensitive (Millipore), incubado por 30 min a temperatura ambiente. A reacdo enzimética
foi interrompida com a adi¢do de 100uL por pogo de &cido sulfurico 0,32 M e as absorbancias
foram mensuradas por meio do leitor de microplaca BioTek-Synergy HT, Bio-Tek, com a OD
medida com um comprimento de onda de 450nm.

Para o western blotting foi utilizada a metodologia padrdo conforme descrito por
Sambrook e colaboradores (1989) com algumas adaptacfes. Em gel de 10% de poliacrilamida
sob condicgdes desnaturantes (SDS/ PAGE), foram aplicados: 8,0uL do marcador de peso
molecular (ColorPlus™ Prestained Protein MarkerNew England BioLabs), aproximadamente
18ug da proteina rNAgs do hantavirus (1,2mg/mL) foram desnaturadas em solugdo de
Laemmli (glicerol 30%, SDS 10%, Tris 62,5 mM, DTT 750 mg e 0,001 % azul de
bromofenol) a 75°C por 15min, e aplicados 15uL em trés pocos distintos, e 15uL de mAbs
anti-rNAgsa-hanta 432-6BF(0,7mg/mL) no gel de empacotamento.

A eletroforese foi efetuada na presenca de tampdo contendo glicina 192 mM, Tris 25
mM e SDS 0,1%, pH 8,3. Submetidos a eletroforese a 100V por aproximadamente 2 h, a
corrida foi monitorada pelo azul de bromofenol, presente no tampdo de amostra e pelo
marcador de peso molecular colorido.

Apbs eletroforese o0 gel de poliacrilamida foi transferido para o aparato de
eletrotransferéncia semi dry (Semi-Dry transfer unit TE-77, GE) em contato com a membrana
de nitrocelulose, coberto com tampéo de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192mM e metanol
10% pH8,3) a eletrotransferéncia foi realizada a 20mA por aproximadamente 2 horas. A
membrana de nitrocelulose apds transferéncia foi incubada em solucéo de bloqueio 5% (p/v)
de leite em p6 desnatado em TBS 1X incubado por 18 h a temperatura ambiente sob agitacdo
constante em homogeneizador. Em seguida, a membrana foi lavada por 4 vezes com solucgéo
de TTBS 1X e seccionada separando em tiras 0s respectivos po¢os onde correram a proteina
rNAgs € mADbs anti-rNAgsa-hanta 432-6BF, onde foram transferidos para tubo tipo falcon de
15mL contendo VHH purificado, mAbs anti-rNAgsa-hanta 432-6BF, e soro do animal
imunizado (reforgo apos 3? imunizagdo) nas diluigdes 1:200, 1:1 e 1:1000 em solugédo de

bloqueio, respectivamente, incubado por 18 h sob agitacdo constante.
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As tiras da membrana de nitrocelulose foram lavadas separadamente por 4 vezes por 5
min e foram adicionados o anticorpo secundario anti-lgG,/IgGsde alpaca produzido em
coelho diluido 1:10.000 em SB, nos tubos contendo o VHH purificado e soro do animal. A
tira incubada com mAbs anti-rNAgsa-hanta 432-6BF foi adicionado anticorpo anti 1gG de
mouse conjugado com peroxidase (SIGMA®), e submetidos a nova incubacgdo por cerca de
18 horas.

Ap0s incubacdo as tiras incubas com anti-VHH foram submetidas a nova lavagens e
adicionado anti-lgG de coelho produzido em camundongo conjugado com peroxidase
(SIGMA®) na diluicdo de 1:10.000 em SB, incubado por 18 h sob agitacdo a temperatura
ambiente.

Para revelacdo das tiras foi adicionado 5mL por tubo de solucdo de revelacdo (30%
H,O, Tris HCI 1M pH 7,0 e 0,028g de DAB) incubado por 10 min a temperatura ambiente,
protegido da luz, em seguida as tiras foram lavadas por 4 vezes em TTBS 1X para
neutralizacdo da solucdo reveladora. Para fins de registro a membrana foi montada novamente

para fotodocumentacéo.

3.15 Cinética de interacdo por Ressonancia Plasmonica de Superficie (SRP)

Para verificacdo de afinidade e cinética do VHH selecionado anti proteina rNAgsdo
hantavirus foi utilizado o teste de ressonancia plasménica de superficie. Para isso 0s
experimentos foram realizados em um sistema T200 BlAcore (GE Healthcare) utilizando
carboximetilcelulose dextrano série S sensor de chips CM5. Inicialmente foi realizado um
teste de pré-concentracdo a fim de estabelecer a melhor tampdo de imobilizacdo como
descrito no item 3.10.1.

Diferentes diluicbes do VHH foram preparadas a uma concentra¢do de 50ug/mL, foi
escolhida uma das quatro células de fluxo independentes CM5 sensores de chip e foi definida
a taxa de fluxo do tampdo de corrida para SuL/min para a avaliagdo da melhor condi¢do de
imobilizacéo.

Uma vez que as condic¢des de imobilizacdo foram estabelecidas, a ligacdo covalente da
proteina rNAgs a superficie do sensorchip foi determida pelo método de acoplamento de
amina. O procedimento foi realizado em temperatura de 25 °C e 5uL/min fluxo em um dos
quatro canais de fluxo (FCS). A superficie do sensorchip foi ativada por uma mistura de 1:1

(v/v) de 0,4 M de EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) 0,1 M e NHS (N-
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hidroxysuccinimide). Apds a ativacdo, foram injetados pulsos de imobilizacdo da solucéo
contendo rNAgs 50ug/mL para atingir o nivel de 400 unidades de resposta (RU desejados).
Apbs a imobilizacdo foi injetada uma solucdo de 1M de etanolamina hidro-cloreto para
bloquear os sitios ativos superficiais ndo reativos e inativar 0s grupos reativos restantes. Em
todas as etapas de imobilizagcdo do tampé&o de corrida utilizado foi o PBS 1X.

A triagem de solugdes de regeneracéo foi realizada de acordo com a metodologia de
Anderson e colaboradores (1999). Os ensaios cinéticos foram operados a uma temperatura
constrante de 37 °C do Biacore T200 e um fluxo constante de 30pL/minutos. Os ensaios
foram realizados com VHH purificado nas concentragdes de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1,56,
0.78ug/mL diluido em tampéo (PBS), foram injetados correndo ao longo dos dois Fcs ligados
em série. Da mesma forma foi feito com anticorpo Mabs anti-rNAgsa-hanta 432-6BF. Todos
sensorgramas foram analisados por subtracdo do sinal do canal de fluxo de referéncia de canal
de fluxo ligando e foram avaliados utilizando o software BlAevaluation. Os ensaios cinéticos

foram realizados em duplicata, a fim de obter um melhor ajuste experimental.
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4. RESULTADOS

4.1 Titulagdo de anticorpos induzida por imunizagdo por ensaio imuno enzimatico
(ELISA)

Apos inducdo da resposta imune mediante imunizacdo com a proteina rNAgs, 0
monitoramento do titulo de anticorpos produzido pelo camelideo, contra a proteina
recombinante, foi acompanhado por ELISA. No gréafico abaixo estd sendo demonstrado o
aumento gradual do titulo de anticorpos em relacdo aos dias de imunizacdo do animal. Os
titulos de anticorpos aumentaram de acordo com que as imunizagdes foram sendo realizadas.
Apos a terceira imunizagdo os anticorpos circulantes no soro do animal estavam detectaveis
na diluicdo 1:1.000000, confirmando a capacidade de reconhecimento dos anticorpos
circulantes a proteina recombinante rNAgs ap6s inducdo da maturacdo clonal linfocitariapor
meio de hiperimunizacdo do camelideo. A coleta para fins de isolamento de linfocito foi
realizada trés dias apds a terceira imunizacdo (apds dia 35), uma vez que durante esse periodo
o titulo de anticorpos se manteve na diluigdo 1x 10°®.

A partir da coleta de 30mL sangue do sangue periférco do animal, foi possivel isolar

cerca de 6,8x10° linfocitos.
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Figura 7. Monitoramento da resposta imune dos camelideos. Na vertical esta sendo demonstrada as
absorbancias em um comprimento de onda de 450nm (ODysonm), € Na horizontal os dias referente a coleta e
imunizacdo (indicados por setas). As coleta para monitoramento da resposta imune do animal, mediada por
imunizacaoforam realizadas em intervalos de 7 dias, e a coleta para isolamento de linfécito foi realizada trés dias
apos a Ultima imunizacgéo.
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4.2 Transcriptase reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase para amplificagcdo da
regido variavel da cadeia pesada (VHH)

Ap0s extracdo de RNA a partir dos linfocitos periféricos, foi possivel obter o cDNA
visando a amplificacdo dominio Unico dos anticorpos de cadeia pesada dos camelideos,
através da metodologia de PCR. Na primeira PCR foram amplificados dois fragmentos
visualizados em gel e agarose (Fig.8), os segmentos de cerca de 800pb sdo correspondentes as
regides codantes do gene VHH-CH1-CH2 dos anticorpos convencionais dos camelideos, ao
passo que 0s segmentos com tamanho aproximado de 600pb correspondem as regides
codantes do gene VHH-CH2 dos anticorpos de cadeia pesada, especificamente das
imunoglobulinas de classe 2 e 3(1gG2 e 1gG3) dos camelideos.

pB 1 2

800

600

Figura 8. Amplificacdo do segmento do VH e VHH dos anticorpos de camelideo. Eletroforese em gel de
agarose, onde pB: 100pb low ladder (SIGMA); Linha 1: Segmentos amplificados a partir de cDNA, com 0s
segmentos de tamanho aproximado de 800pb correspondentes a amplificacdo da regido codante dos genes VHH-
CH1-CHZ2 de anticorpos convencionais e segmentos de 600pb correspondentes a amplificagdo da regido codante
dos genes VHH-CH2 dos anticorpos de cadeia pesada; Linha 2: Correspondente ao controle negativo.

Os segmentos correspondentes a 600pb foram excisados do gel de agarose e
submetidos a purificacdo. O seu produto foi utilizado para a realizagdo da segunda PCR
visando a amplificagdo do segmento codante do dominio Unico da cadeia pesada, o VHH,
correspondente a um fragmento de cerca de 400pb (Fig. 9A).
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Figura 9. Amplificagdo das regides codantes do VHH das 1gG2 e 3 de camelideo e purifica¢do. A. PCRII
onde, pb: corresponde a 100pb low ladder (SIGMA®); coluna 1: Amplificacdo do segmentocorrespondente =
400pb referente a regido do VHH; 2: Controle negativo; 3: Controle positivo (miniprep clone VHH). B.
Purificacdo do produto da PCRII, onde pb:100pb low ladder (SIGMA); coluna 1 e 2: fragmento VHH purificado
em diferentes concentragdes;

Apbs 20 eletroporacdes, construiu-se uma biblioteca primaria com titulo de 3 x 10’
clones individuais. Para a preparacdo da biblioteca de fagos, denominada de biblioteca
secundaria (fagos expondo o VHH fusionado a plll), foram realizadas duas infeccdes,
utilizado para isso o fago auxiliar M13KO07, seguido por processo de purificacdo e titulagdo

fagica, onde foi possivel obter um titulo de 1,7 x 10** cfu/mL.

4.3 Verificacdo da capacidade de reconhecimento dos clones VHHSs a proteina rNAgs

Foram selecionados cento e dezoito clones, sendo que vinte e seis e noventa e
doisclones selecionados na primeira e segunda rodada de selecdo por biopanning,
respectivamente, apresentando o segmentos de VHH ligado ao pHEN1, confirmados por meio
de PCR de colbnias, utilizando pares de oligonucleotideos genes especificos (seqiiéncias
descritas anteriormente). Abaixo o demonstrativo dos produtos de PCR de coldnia realizados
com clones individuais, selecionados aleatoriamente, para confirmacdo de clonagem apos

biopanning 1 (Fig. 10).
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Figura 10. PCR de col6nia para confirmacdo de recombinacdo génica. Foram utilizados pares de
oligonucleotideos genes especificos utilizados para amplificagdo da PCRII visando confirmacao da presenca do
VHH a partir de colbnias selecionados aleatoriamente, apds do primeiro biopanning. pB: 100pb low ladder
(SIGMA); coluna 1 a 20: numero de col6nias individuais selecionados aleatoriamente na placa ap6s primeiro
biopanning.

Apos confirmacdo da presenca do VHH em vinte e seis clones positivos selecionados
por PCR oriundos da primeira rodada de selecdo por biopanning, treze clones foram capazes
de reconhecer a proteina rNAgs por ELISA. De acordo com o célculo pré-estabelecido
considerando o controle negativo e o desvio padrdo, os clones positivos apresentaram uma

ODgsonm de até 10 vezes maior o valor do cut off (Fig.11).
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Figura 11. Capacidade de reconhecimento dos VHHSs clones selecionados ap6s primeiro biopanning
quando expostos a proteina rNAgs por ELISA. Na abscissa estdo os clones numerados de acordo com o
isolamento feito em placa. Na ordenada estdo as absorbancias no intervalo de 0,5 em uma ODysonm. A linha
horizontal determina o valor das médias do valor de cut off (3xMédia Negativo +3xDesvio padréo).
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A partir da segunda rodada de biopanning foram selecionados noventa e dois clones,
a presenca do VHH confirmado por PCR de coldnia (Fig.12), onde sessenta e sete clones

foram capazes de reconhecer a proteina rNAg por ELISA.

Pb 2 3 456 7 8 9 10111213 14 1516 1718 19 20 21 2223 24 25 26 2728 29pB

Figura 12. PCR de col6nia utilizando pares de oligonucleotideos da PCRII para confirmacio da presenga
do VHH em clones selecionados ap6s segundo biopanning. pB: 100pb low ladder (SIGMA); coluna 2 a 29:
Clones selecionados aleatoriamente na placa ap6s segundo biopanning.

Os clones cujo PCR de coldnias apresentaram-se positivos foram cultivados em meio
de cultura, para expressao do VHH solivel para submissdo a teste de especificidade por
ELISA. Nas figuras abaixo sdo apresentadas as relages das absorbancias dos clones positivos
selecionados no segundo biopanning, quando expostos a proteina rNAgs. Assim como
observado nos VHHSs oriundos da primeira rodada, as absorbancias apresentados pelos clones
selecionados na segunda rodada apresentaram uma absorbancia cerca de 10 a 15 vezes

maiores que o valor do cut off (Fig.13).
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Figura 13. Especificidade de reconhecimento dos clones apds segundo biopanning selecionados por ELISA.
Na abscissa estdo os clones numerados de acordo com o isolamento feito em placa. Na ordenada estdo as
absorbancias no intervalo de 0,5 na ODyso,m Como controle positivo (+) foi utilizado o soro do animal

imunizado com a proteina rNAgs na diluicdo 1:1000; Controle negativo (soro pré-imune).
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Figura 14. Especificidade de reconhecimento dos clones selecionados por ELISA apés segundo biopanning.
Na abscissa estdo os clones numerados de acordo com o isolamento feito em placa. Na ordenada estdo as
absorbancias no intervalo de 0,5 na ODyspnm. Como controle positivo (+) foi utilizado o soro do animal
imunizado com a proteina rNAgs na diluicdo 1:1000; Controle negativo (soro pré-imune). A linha horizontal
indica o valor média do cut off (3xMédia Negativo +3xDesvio padréo).
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Ao término das duas rodadas de biopanning foram selecionados oitenta clones, sendo
treze clones positivos, produtos da primeira rodada de selecdo e sessenta e sete clones
selecionados a partir da segunda rodada, salientando que a afinidade expressa a proteina
rNAgs em ELISA foi de até 15 vezes maior que o valor do cut off estipulado pelo célculo
(3XMN + 3x DP).

Para confirmagéo de especificidade dos VHHSs a proteina rNAgs trinta e nove clones
foram selecionados aleatoriamente e submetidos a ELISA contra o virus vacinal da febre
amarela 17DD, ndo mostrando afinidade de reconhecimento ao virus vacinal, com

absorbancias similar ao controle negativo.
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Figura 15. Analise de especificidade dos clones selecionados por ELISA apds segundo biopanning contra o
virus vacinal da febre amarela 17DD. Na abscissa estdo os clones selecionados aleatoriamente que
reconheceram a proteina rNAgs por ensaio de ELISA. Na ordenada estd as absorbancias no intervalo de 0,5
ODys0nm. Como controle positivo foi utilizado soro do animal imunizado com virus vacinal da febre amarela na
diluicdo 1:1000 e controle negativo (soro pré-imune ndo relacionado).

4.4 Seqiienciamento e analise das amostras

Apos confirmagdo por ELISA, vinte e seis VHHs clones que apresentaram uma
expressiva capacidade de reconhecimento a proteina rNAgs foram submetidos a caracterizagdo
génica por sequenciamento. Do total onze clones foram caracterizados, identificados
numericamentecomo clones 01, 12, 17,18, 20, 21, 23, 28, 31,39, 44 e submetidas ao GenBank
com 0s numeros de acesso: KC329699, KC329700, KC329705,KC329703, KC329707,
KC329708, KC329698, KC329706, KC329702, KC329704, KC329701 respectivamente.
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FR1 SoRL FR2 coR2

< * i ——
KC329700  EVQLQASGGGLVQAGGSLRLS GSIFSSDV) MAWFRQAPGKERELVAM ITD-DGDT; NYADSVKGRE
KC329703  EVQLQASGGGLVQPGGXLRLS GSIFSSDV, MAWFRQAPGKERELVAM {[TD-DGET; NYADSVKGRF |,
KC329699  EVQLQASGGGLVQPGGSLRLS GSIFSSDV, MGWFRQAPGKERELVAF IS--DGAT; NYADSVKGRF
KC329704  DVQLQASGGGLVQPGGSLRLS GSIFSSDV, MAWFRQAPGKERELVAM ITD-DGGT NYADSVKGRE
KC329701  EVQLQASGGGLVQPGGSLRLS GSIFSSDV, MGHFRQAPGKERELVAF ITD-DGGT; NYADSVKGRF | o
KC329702  DVQLQASGGGLVQPGGSLRLS GSIFSSDV MAWFRQAPGKERELVAM ITD-DGGT; NYADSVKGRE |
KC329707  DVQLQASGGGLVQAGGSLRLS GRTFSSLT FGWFRQAPGKERDEVAG ISWSGGST: NLADSVKGRE
KC329708  EVQLQASGGGLVQAGGSLRLS GRTFSSLT FGWFRQAPGKERDFVAG {ISWSGGST] NLADSVKGRF |
KC329705  EVQLQASGGGLVQAGGSLKLS GRTASSLT FGWFROAPGKERDEVAG {ISWSGGST; NLADSVKGRE |
KC329698  DVQLOASGGGLVQAGGSLRLSBRAS GRTSSMYS| MVWFRQAPGKEREFVAG I IWTSSLT| YYADSLKGRE |
KC329706  EVQLOASGGGLVQAGGSLRLSERAS GRTSSMYS| MVWFRQAPGKEREFVAG {[IWTSSLT: YYADSLKGRF | IV

:************.** *:*i‘**** x: * : **********::** X .. * ***:****J

FR3 CDR3 FR4
KC329700  TISRDNAENTVSLQMNSLKPEDTAVYYE|iNARYY----- SGGYRNY iWGQGTQVTVTVSS)
KC329703  TISRDNAENTVSLQMNSLKPEDTAVYYE|INARYY----- SGGYRNY {WGQGTQUTVTVSS | |
KC329699  TISRDNAENTVSLQMNSLKPEDTAVYYE|iNARYY----- SGGYRNY {WGQGTQVTVTVSS
KC329704  TISRDGAKSMVSLQMNSLKPEDTAVYYE|INARYY----- SGTYRSY {WGQGTQVTVTVSS
KC329701  TISRDNAENTVSLQMNSLKPEDTAVYYE|iNARYY----- SGGYRNY {WG---QVIVTVSS |
KC329702  TISRDGAKNMVSLQMNSLKPEDTAVYYE|iNARYY----- SGTYRSY {WG---QVTVTVSS |
-

KC329707  TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYE|:AANEYGLPTWAHPAYDY {WDQGTQVTVTVSS
KC329708  TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYE|{AANEYGLPTWAHPAYDY WGQGTQVTVTVSS | Il
KC329705  TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYE|IAANEYGLPTHAHPAYDY {HGQGTQVTVTVSS |
KC329698  TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYYBIAADTKT----GGGGYEY iWG---QUIVIVSS] _
KC329706  TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYY@{AADTKT----GGGGYEY {WG---QUTVTVSS

*****.*:. * ************:*** x* i .i' *. dhkkkkkhk A

Figura 16. Alinhamento e modelagem. A. Alinhamento dos 11 clones que foram depositados no GenBank,
onde séo ilustradas os frameworks (FR 1, FR2, FR3 e FR 4) e as regifes de complementaridade (CDR1, CDR2 e
CDR 3). A seqiiéncia sublinhada corresponde ao VHH clone 21(KC329708), note que a sequéncia apresenta a
regido CDR3 completa com cerca de 17 aminoécidos. B. Modelagem do VHH (KC329708), sendo demonstradas
as regides de complementaridade em amarelo FR1, em verde FR2 e vermelho CDR3, utilizando Modeller \V9.9.

64



A partir da analise do seqlienciamento e posterior alinhamento entre os clones os
mesmos foram divididos em quatro grupos (Fig. 16). Onde a divisdo proposta foi de acordo
com a variabilidade das sequéncias observadas, levando em consideracdo as sequencias de
aminoéacidos das regides determinantes de complementaridade, assim como o comprimento do
CDRs.

Enquanto o grupo 3 apresentou 17 residuos de amino&cidos na regido da CDR3, nos
gruposl, 2 e 4 observou-se a presenca de 12 ou 13 aminoacidos na mesma regido
hipervariavel. Os aminoacidos responsaveis pela caracterizacdo dos dominios VHHs de
camelideos no FR2 foram detectados em todas as 11 sequéncias (Phe42, Glu49, Arg50,
Leu/Phe52), mostrando as substituicdes pontuais, dos aminoacidos hidrofébicos por
hidrofilicos. Todas as seqliéncias apresentaram o aminoacido cisteina na posic¢éo 22 da FR1 e
posicdo 96 da FR3, caracteristicos do VHH, permitindo a formacdo da ponte dissulfeto,
estabilizando a CDR3.

4.5 Expressdo e purificacdo do VHH clone KC329708 por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel

O clone identificado com o nimero e acesso KC329708, selecionado devido a sua
alta capacidade de reconhecimento a proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus,
definidos a partir dos testes prévios de ELISA e capacidade de interacdo apresentada nos
testes de ressonancia plasmonica de superficie, foi submetido a expresséo e purificacdo por

cromatografia em coluna de Ni?* e concentrado em coluna Amicon® Ultra-15 (Fig.20).
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Figura 17. Eletroforese em gel desnaturante de produto VHH ap6s purificacdo. Gel de SDS-PAGE 12,5%
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Linha 1: marcador de peso molecular (ColorPlus™ Prestained
Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa); linha 2: VHH (clone KC329708) ap6s purificacdo por cromatografia
de afinidade em coluna de niquel, com cerca de 15kDa.

4.6 Verificacdo de afinidade do VHH purificado anti proteina rNAgs por ELISA e
western blotting

A especificidade do VHH (clone KC329708) foi avaliada por ensaios de ELISA e
western blotting contra a proteina rNAgs, a mesma utilizada para a imunizagdo dos animais
para a obtencdo da biblioteca de anticorpos recombinantes. Estes ensaios foram realizados
visando determinar a capacidade de reconhecimento do VHH anti proteina rNAgs, apos a
purificacdo, comparando-o com a afinidade de reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-
rNAgs a-hanta 432-6BF.

Os ensaios de western blotting confirmaram a especificidade e capacidade de
reconhecimento pelo clone KC329708 a proteina rNAgs, imobilizada na membrana de
nitrocelulose, assim como o mAbs anti proteina recombinante. Como controle positivo foi
utilizado o soro do animal previamente imunizado com a proteina rNAgs, utilizado para
construcdo da biblioteca de anticorpos recombinantes.

Adicionalmente, avaliou-se a especificidade também através de ELISA. Onde foram
adsorvidos aproteina rNAgs na superficie da placa Nunc Maxisorp®, os VHHs foram
analisados em duplicata, 0 mAbs anti-rNAgsa-hanta 432-6BF, o soro do animal imunizado
como controle positivo e PBS 1X como controle negativo, nas mesmas condi¢des de diluicdo

(Fig. 18).
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Figura 18. Teste de especificidade por imunoensaios A. Ensaio de western blotting para verificacdo da
especificidade de reconhecimento do VHH purificado com a proteina rNAgs. As linhas 2,3 e 4 foram imobilizado
e transferido para a membrana de nitrocelulose a prN, sendo submetidos ao teste de especificidade na linha 1:
anticorpo monoclonal anti-rNAgs (diluicdo 1:1000), na linha 2: VHH purificado (diluicdo 1:200), linha 3: soro do
animal imunizado (reforco apds 3° imunizacdo na dilui¢do 1:1000) e linha 4: controle negativo para teste de
especificidade cruzando com febre amarela.B.llustrando teste de imunodetec¢do por ELISA contra a
prNags, onde é demonstrada a absorbancia ODgso,mOnde: mAbs anti-rNAgso-hanta 432-6BF VHH
purificado (0,525mg/mL) diluido 1:1000 SB; controle positivo (soro do animal imunizado com a proteina rNAgs)
diluido 1:1000 SB; Controle negativo (PBS 1X).

4.7 Verificacdo da afinidade do VHH por Ressonancia Plasmonica de Superficie

Otampao acetato a pH 5,5 foi utilizado, tento em vista que demonstrou uma melhor
condicdo de imobilizacdo em testes prévios. A fim de caracterizar as propriedades de ligagédo
do VHH anti proteina rNAgs a proteina recombinante do hantavirus, neste estudo foi utilizado
para fins de comparacdo de afinidade o anticorpo monoclonal.

A afinidade do anticorpo monoclonal e do VHH anti proteina rNag foi
mensuradaap6s a imobilizacdoda proteina recombinante, sendo que o anticorpo monoclonal
apresentou um sinal de resposta de 404 (RU) a proteina no sensorchip CM5. As melhores
condicdes de regeneracdo foram realizadas em duas etapas, a primeira solucdo utilizada foi a
AIW e o segundo € a ICW 30 uL/min ambos injetados no fluxo de 30 segundos.

Para a analise dos resultados foi utilizadoo software BIA evaluatione as curvas
experimentais ajustadas de acordo como modelo de Langmuir 01:01 ligacdo. Cinética de
ligacdo foram calculados a partir do modelo de fornecer o melhor ajuste (chi2<0,05). Os
resultados da interacdo podem ser visto no sensorgrama demonstrado abaixo. Os valores da
associacdo, dissociacdo e afinidade constantes para mAbs de ka=1029(1/Ms),
kd=0,09662(1/s)eKD=3.38 x10°(M).
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Figura 19. Analise da especificidade de reconhecimento do mAbs a proteina rNAgs por RPS. Sensorgrama
obtido apo6s a injecdo de anticorpo monoclonal nas concentracdo de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78ng/mL.

Os valoresda associacdo,dissociacdoe afinidadeconstantes para o VHH clone
KC329708 anti proteina rNAgs é ka=1.097x10%(1/Ms), kd=0,03155(1/ s) e KD=5.52x10° (M).
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Figura 20. Analise da especificidade de reconhecimento do VHH a proteina rN,gs por RPS. Sensorgrama
obtido apos a injecdo deVVHH purificada em concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78ng/mL.

O clone VHH anti-proteina rNags apresentou um Kp cerca de 32 vezes menorem
comparagdo com 0 mADbs anti-rNA4gs. Além disso, os valores baixos do Chi21:1 demonstrados
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pelo modelo de Langmuir, onde a curvas de ambos os anticorpos refletem a alta qualidade
destemodelo que se aproxima da cinética de ligagdo e comportamento
antigeno/anticorporeais.O0 VHH anti-proteina rNAgs também apresentou uma menor
taxaconstante de dissociacdo (Ke) do que o mAbs anti-rNA4gs (3vezes) e constante de

velocidade de associacdo mais elevada(Kq,) cerca de 10 vezes.
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5. DISCUSSAO

Devido a capacidade de reconhecimento, afinidade e especificidade proveniente de
uma ampla variedade de antigenos, os anticorpos sdo atualmente ferramentas essenciais as
pesquisas biomédicas, ao diagndstico de patologias e a terapéutica (VINCKE;
MUYLDERMANS, 2012).

Em contraste com 0s anticorpos convencionais, os dominios variaveis dos anticorpos
de camelideos, nanocorpos ou VHHS, apresentam caracteristicas peculiares, tais como, rapida
biodistribuicdo e eliminagéo, devido ao seu tamanho reduzido (SCHOONOOGHE et al.,
2012) eficiente penetragéo tecidual, alta solubilidade, boa termoestabilidade (DUMOULIN et
al., 2002; OLICHON et al., 2006), sdo funcionais em condicGes de pH extremos e resistentes
a atividade proteolitica (GHAHROUDI et al., 1997; HARMSEN et al., 2006; NGUYEN et
al., 2009).

Alguns trabalhos propdem o uso de nanocorpos como agentes de diagnéstico ou na
terapia anti-viral (GARAICOECHEA et al., 2008; HULTBERG et al., 2011). Estes subsidiam
0 uso de nanocorpos como prototipos para o diagnostico rapido de infecgBes por hantavirus e
baseado nas caracteristicas da proteina do nucleocapsideo do hantavirus, como alta
imunogenicidade e participacdo do ciclo de replicagdo viral (JIANDONG et al., 2010),
incitam a aplicacdo dos nanocorpos como intrabody visando o rastreamento da proteina do
nucleocapsideo do hantavirus, durante as fases de replicacdo viral e sua possivel inibicao
durante o curso da infeccéo.

Para obtencdo de nanocorpos especificos contra a proteina recombinante do
nucleocapsideo do hantavirus, optou-se por construir uma biblioteca de VHHs a partir da
imunizacdo de um Lama glama com a rNAgs e seleciona-los utilizando a tecnologia Phage
Display.

O sucesso da selecdo por Phage Display, depende intimamente da complexidade da
biblioteca primaria, ou seja, quanto maior diversidade de clones dentro da biblioteca, maior a
probabilidade de conter seqiiéncias que se ligardo a um determinado alvo com maior afinidade
(NOREN, 2001). Nessa perspectiva houve o acompanhamento do aumento do titulo de
anticorpos produzido pelos animais através de ELISA de captura dos anticorpos contidos no
soro dos camelideos imunizados com a proteina rNAgs. O esquema de imunizagdo foi

realizado com base no protocolo descrito por Chotwiwatthanakun e colaboradores, com
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modificaces em termos de intervalo de tempo entre as inje¢cdes, 0 numero total de locais de
injeccdo, e volumes de injecdo. Em comparacdo ao estudo realizado por Richard e
colaboradores, percebeu-se uma diminuicdo na resposta humoral do animal para proteina
rNAgs ap6s a segunda imunizagdo (dia 28). Assim, um terceiro reforco foi realizado, e
verificou-se 0 aumento da resposta imunoldgica do animal. Ao término foi possivel alcancar
um titulo de anti-soro mais elevada do que foi observado em estudos anteriores (RICHARD et
al.,2013) (fig.7).

Ao término do protocolo de imunizagdo estabelecido, o animal apresentou um titulo
de anticorpos circulantes capazes de reconhecer da proteina rNAgs, na diluicdo 1x10° o que
possibilitou isolar cerca de 6,8x10° linfécitos, apds coleta de 30 mL de sangue do camelideo,
préximo do que foi observado e discutido por Muyldermans (2013) que afirma que pequenas
bibliotecas, com cerca de 10° transformantes individuais, sdo representantes do repertério
imunolégico de células B em uma amostra de 50 mL de sangue do animal. A obtencdo de
uma biblioteca oriunda de hiperimunizacao possibilita a obtencao de clones especificos para o
antigeno inoculado, onde linfécitos B especificos sdo enriquecidos e passam pelo processo de
maturacao in vivo no sistema imune do animal (BENHAR, 2001; WILLATS, 2002).

A capacidade de selecdo de clones com propriedades desejadas depende diretamente
da qualidade da biblioteca inicial. Naturalmente, bibliotecas néive, construidas a partir de
animais ndo imunizados, podem ser utilizadas para selecdo de peptideos/proteinas por Phage
Display, no entanto, ha registros em que a afinidade dos anticorpos selecionados para com 0s
antigenos alvos é frequentemente baixa, o que compromete a selecdo clonal (BRADBURY et
al., 2004). Por outro lado, a construcdo de bibliotecas oriundas de animais imunizados busca
garantir a maturagédo da afinidade de anticorpos in vivo possibilitando a obtencéo de elevados
titulos de ligantes especificos ao antigeno alvo, como foi observvado no desenvolvimento
deste trabalho.

Em trabalhos de Ghahroudi e colaboradores (1997), foi possivel o isolamento de
ligantes com alta afinidade, apds imunizar camelideos com toxoéide tetanico e lisozima foi
possivel selecionar ligantes competentes, partindo de bibliotecas imunes com consideravel
repertério de VHH. J& no trabalho de Kolkman & Law (2010) foi demonstrado que ao utilizar
bibliotecas imunes era possivel isolar nanocorpos capazes de reconhecer uma vasta gama de
epitopos com afinidade a antigenos na faixa nano ou picomolar. Dados como esses

corroboraram para a escolha da metodologia para o desenvolvimento da técnica a partir de
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bibliotecas de nanocorpos oriundas de animais hiperimunizados com alvo proteico de
interesse.

Para a confeccdo de uma biblioteca priméria de clones contendo sequencias variadas
de VHHs foram utilizados dois pares de oligonucleotideos genes especificos desenhados
inicialmente por Ghahroudi e colaboradores (1997) responsaveis por amplificar a regido do
VHH de camelideo, correspondente aos perfis eletroforéticos observados nas PCRI e PCRII,
figuras 8 e 9A, respectivamente.

Para o desenvolvimento da técnica de Phage Display, optou por construir uma
biblioteca apresentando os VHHs, fusionados a plll do capsideo do fago. Para isso, 0s
segmentos dos VHHs amplificados ap6s PCR, foram clonados em um vetor fagomideo,
pHENZ1(fig. 5), e expressos fusionados ao capsideo do bacteriofago filamentoso M13KO7.
Devido a eficiéncia de transformacéo ser fator limitante ao tamanho da biblioteca, as bactérias
E.coli, cepa TG1 foram preparadas, apresentando ao final, uma competéncia de
1,0x10%ufc/mL, o que possibilitou a construgdo de uma biblioteca priméria de clones de VHH.
Competéncia bacteriana similar a encontrada nos trabalhos de Ostermeier e Benkovic (2000)
para a constracdo da biblioteca primaria.

Apbs 20 sucessivas transformacdes, a biblioteca apresentou um titulo de 3x10"clones
individuais, garantindo uma consideravel diversidade no repertério génico de VHH como
discutido por Bradbury e colaboradores (2004), além de assegurar a maturacdo da afinidade
de anticorpos in vivo, para permitir a selecdo de VHHs capazes de reconhecer uma grande
diversidade de epitopos com afinidade em nano ou mesmo num intervalo picomolar
(GHAHROUDI et al., 1997; KOLKMAN; LAW, 2010).

Outro ponto critico relacionada a metodologia esta relacionado a capacidade de
selecdo dos fagos, para isso € construida uma biblioteca de fagos, denominada biblioteca
secundaria, onde seu tamanho e qualidade determina a capacidade de selecdo de ligantes
especificos (LING, 2003). Para isso, as bactérias contendo os clones fagomideos foram
infectadas com o fago auxiliar M13KO07. A biblioteca secundaria apresentou um titulo de
1,7x10cfu/mL de fagos o que possibilitou a selecdo de clones VHHSs pela metodologia de
biopanning.

Apos a primeira rodada de biopanning, 50% dos clones selecionados aleatoriamente
foram capazes de reconhecer a proteina rNAgs (figura 11), este nUmero aumentou para 73%

apos a segunda rodada de selecdo (figuras 13 e 14). A especificidade dos clones VHHSs a
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proteina recombinante do hantavirus foi verificada, a partir de testes cruzados com o virus
vacinal da febre amarela cepa 17DD, demonstrado no gréafico, na figura 15, onde 39 clones
VHHs selecionados aleatoriamente, que reconheceram a proteina rNAgs com uma absorbancia
cerca de 10 a 15 vezes maior que o valor de corte, ndo foram capazes de reconhecer o virus
vacinal. Os resultados encontrados sdo semelhantes ao que foi discutido por Russel e
colaboradores (2007) que afirmam que com o enriquecimento da populacao clonal, apds duas
rodadas de selecdo, uma porcentagem de anticorpos especificos para o antigeno alvo pode ser
identificado por ELISA.

A partir do seqiienciamento dos 26 clones selecionados, 11 perfis distintos foram
identificados e estes subdivididos em quatro grupos (I,11,111 e 1V), baseados essencialmente
nos residuos de aminoacidos presentes nas regides CDR, especialmente CDR3 (figura 16).
Sendo importante registrar que a diferenca estrutural entre o VH humano e VHH de
camelideos esta localizada principalmente nas regides CDR. Em VH humanos os dominios
CDR1 e CDR2 adotam um namero limitado de conformagdes, enquanto que 0S nanocorpos
apresentam maior flexibilidade estrutural (KOLKMAN;LAW, 2010). O comprimento médio
da CDR3 de VH humano e de rato sdo 12 e 9 residuos de aminoacidos, respectivamente (WU
et al.,, 1993), nos grupos I, Il e IV foram observados 12 a 13 aminoécidos na regido
hipervaridvel 3, enquanto o grupo trés apresentou uma CDR3 mais longa com 17 aa,
caracterizando o VHH de camelideo.

Trés das quatro substituicGes de aminoacidos comparadas entre as seqiéncias de VH e
VHH dos trabalhos de Muyldermans e colaboradores (1994) e Vu e colaboradores (1997)
foram verificadas nos clones selecionados: V37F, G44E, L45R, ndo sendo observada a
substituicdo dos aminoacidos na posicdo W47G discutidas, nos trabalhos supracitados
mantendo entre 6 seqléncias com aminodcidos com substituicdes de W47L e cinco
sequencias com substituicdo de W4TF.

Os amino&cidos caracteristicos bem estabelecidos na FR2 foram detectados em todas
as 11 sequéncias analisadas (Phe42, Glu49, Arg50, Leu/Phe52). Estas variagcdes distinguem
os dominios de VHH dos dominios de VH de anticorpos convencionais, substituindo, na FR2,
aminoacidos hidrofébicos altamente conservados (dominios VH Val47, Gly49, Leu50,
Trp52). Como discutido inicialmente por Hamers e colaboradores (1993) a presenca da
cisteina conservada possibilita a formacgédo de ponte dissulfeto, estabilizando a CDR3 longa

nos nanocorpos, em todos os clones caracterizados observou-se a presenca da cisteina na
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posicdo 22 da FR1 e posi¢do 96 da FR3, confirmando o que foi identificado nos trabalho de
Muyldermans e colaboradores (1994) e Vu e colaboradores (1997).

O tamanho do CDR3 também foi um ponto essencial para a selecdo de marcadores de
células cancerigenas no trabalho de Kastelic e colaboradores (2009), que apds a trés rodadas
de selecdo isolou VHHSs que apresentavam de 13-14 residuos de aa na regido CDR3. Devido
maior reatividade no ELISA e por apresentar uma CDR3 mais extensa comparado aos demais
clones selecionados, constituido por 17aa, o clone KC329708 foi selecionado e expresso em
vetor pHEN 6xHistag e purificado por cromatografia em coluna de Ni** (Fig.17).

Foi possivel verificar a reatividade e especificidade do VHH clone KC329708 apos
purificacdo, por ensaio de western blotting (Fig.18A) por ELISA (fig.18B). Na perspectiva de
caracterizar o VHH selecionado, foram realizados ensaios de SPR para avaliar as
propriedades de associacdo e dissociacdo a proteina rNAgs entre o VHH KC329708
selecionado, bem como o mAbs. Ambos os sensorgramas, ilustram os perfis cinéticos da
interacdo entre VHH e mAbs contra a proteina imobilizada proteina rNAgs, exibindo perfis
semelhantes de associacdo e dissociacdo, visto que o VHH apresentou vantagens quando
comparados com o mAb (Fig.19). Estes resultados estdo em conformidade com a literatura, de
acordo com modelos de estudo de interacdo antigeno-anticorpo, onde Kon, Kosf € Kp S80
observados, geralmente constantes de 10**, e 107 até 10, respectivamente. Neste estudo, 0s
valores das constantes obtidos sdo muito semelhantes a outros modelos de interagéo antigeno-
anticorpo. Os resultados de SPR apresentaram bons padrbes estatisticos, visto que, 0s
pequenos valores do Chi, obtidos, inferiores a 0,05 para ambas as analises de interacoes,
mostraram a elevada qualidade dos dados obtidos (DOYLE et al., 2008; KARLSSON et al.,
1991; TANHA et al., 2002).

Metodologias utilizando segmentos da proteina N como antigenos para a detec¢do de
infeccdes por hantavirus foram demonstrados previamente por Wang e colaboradores (1993).
Em 2005, Moreli produziu uma proteina N recombinante do virus Araraquara expressa em E.
coli, a partir do RNA viral extraido do soro de pacientes da regido de Ribeirdo Preto
(MORELLI, 2005; FIGUEIREDO et al., 2008). Raboni e colaboradores (2006) desenvolveram
um teste de ELISA indireta para a deteccdo de anticorpos IgM e IgG, com uma elevada
sensibilidade e especificidade, utilizando a proteina rNAgs da cepa Araucéria, também isolada
a partir de soro de paciente. Em outra vertente, na perspectiva do uso de anticorpos para

desenvolvimento de diagndstico, Mazzarotto e colaboradores (2009) propuseram o uso de
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mADbs anti proteina rNass, cepa Araucaria, para o desenvolvimento de imunoensaios como
ELISA para deteccdo de anticorpos IgM e IgG do soro de pacientes com suspeita de infecgdes
por hantavirus. Wang e colaboradores (2007) ja& haviam desenvolvido um teste de ELISA de
captura também utilizando os mAbs contra a nucleoproteina do hantavirus, tracando um
comparativo com o teste de ELISA direto, que mostrou ser mais especificos para a deteccao,
especialmente nas os estagios iniciais da infeccdo (WANG et al., 2007).

De acordo com os dados ja registrados na literatura, o emprego de anticorpos nos
testes para deteccdo de infeccdes por hantavirus sdo promissores. Os resultados obtidos apds
caracterizacdo dos VHH, com testes de sensibilidade e especificidade por meio de ELISA,
western blotting e ressondncia plasmoénica de superficie (Fig.20), corroboram com o possivel
uso do VHH, como insumo para deteccdo da proteina do nucleocapsideo do hantavirus,
vislumbrando-os como prototipos para o desenvolvimento de diagnostico para deteccdo de
infeccbes por hantavirus. Ndo esquecendo ainda, que em virtude da sua capacidade de
reconhecimento, podem ser utilizados para outros testes, tais como, imunohistoquimica,
imunofluorescéncia no auxilio do diagndstico.

Outra perspectiva, esta voltada para aplicabilidade terapéutica dos nanocorpos, como
ja demonstrado, podem ser utilizados para bloquear epitopos funcionais em um antigeno alvo,
reduzindo os riscos de infec¢bes oriundas de escapes virais (KOLKMAN;LAW, 2010). Em
trabalhos com essa vertente, as perspectivas sdo do uso dos nanocorpos como intrabodies,
visando bloquear a replicacdo, inibindo atividade enzimatica intracelular e até mesmo a
secrecdo de diferentes virus. Em trabalho de Jiandong e colaboradores (2010), foi
demonstrado que o bloqueio do tréfico de proteina N do hantavirus do ER/cis-Golgi é uma
etapa essencial para a replicacdo do virus, logo, o bloqueio deste trafico com uso de
nanocorpos, como intrabodies, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, poderia ser uma
alternativa para a inibicao da atividade viral.

Finalmente, considerando a alta letalidade relacionada as infeccdes pelos hantavirus e
a necessidade de um diagnostico precoce e de alta acuracia, a producéo de anticorpos no tipo
VHH se mostra como uma metodologia alternativa, podendo ser aplicadoscomo insumos
potenciais, para deteccdo das infeccBes por hantavirus, como também, alternativamente,
podem ser relacionados as aplicagdes terapéuticas, devido as propriedades apresentados por

esses nanocorpos, visando a reducdo dos agravos ocasionados pelas hantaviroses.
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6. CONCLUSAO

v" A partir de uma biblioteca imune, pés-imunizacdo utilizando a técnica de Phage
Display foi possivel selecionar 80 VHHs de camelideos que reconheceram a proteina
recombinante do nucleocapsideo do hantavirus;

v' Os testes prévios com as fragdes do sobrenadante e precipitado por ressonancia
plasménica de superficie mostraram que os diferentes clones apresentaram uma boa
interagdo com a rNAgs imobilizada no sensorchip;

v" Por meio de sequenciamento, 11 VHHs clones foram genicamente caracterizados,
onde, a partir do alinhamento dos aminoéacidos, foi possivel determinar a similaridade
das regides determinantes de complementaridade (CDRs) e frameworks (FRs),
compativeis com os VHH de camelideos, disponiveis no GenBank,

v" O clone (KC329708) que apresentou maior reatividade nos testes de ELISA e testes
cinéticos prévios por ressonancia plasmonica de superficie foi subclonado em vetor
pHEN1-6xHistag, o que possibilitou a sua expressdo e purificaco;

v O clone VHH KC329708 foi purificado por cromatografia de afinidade em coluna de
Ni*" sem perder sua capacidade de reconhecimento;

v Nos testes imunoenzimaticos de ELISA e western blotting o VHH apo6s purificacéo,
mostrou capacidade de reconhecimento a proteina rNAgs;

v A partir dos ensaios de RPS foi possivel analisar a cinética de interacdo do VHH
comparado ao mAbs, onde 0 VHH apresentou uma expressiva cinética de interacao

em sensorchip.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados prévios de sensibilidade e especificidade realizados por ELISA e
western Blotting demonstraram que o clone VHH KC329708 reconhece expressivamente a
proteina recombinante do hantavirus, fato este que corrobora para seu possivel uso como
insumo para um diagndstico alternativo, para reconhecimento da proteina no nucleocapsideo
do hantavirus em soro de roedor que permanece infectado durante toda a sua vida e em soro
de humano em regides onde h& notificacdo de casos de hantaviroses, auxiliando no
prognostico e no controle das infecgdes. Fato este que incita para a caracterizagdo dos demais
clones selecionados, além de buscar meios para otimizar a expressdo dos clones VHHs em
sistema eucarioto, como em hospedeiro Pichia pastoris.

A obtengdo e desenvolvimento de testes diagnosticos rapidos, que apresentem uma
alta acurécia permitirdo detectar a circulacdo dos hantavirus tanto em humanos, como em
roedores em regides que ndo apresentam dados sobre a prevaléncia e circulacdo do virus, fato
que auxiliara a vigilancia em satde e nos dados epidemioldgicos.

Ainda sera necessaria a realizacdo dos testes de imunodeteccdo, utilizando soro de
humanos e roedores para a confirmacdo da verificacdo da capacidade de deteccdo do agente
etioldgico, por testes imunoenzimaticos diretos, assim como realizar a verificacdo da
sensibilidade e especificidades dos testes, estabelecendo cut off e padronizacao dos ensaios.

Uma vez que foi proposto o uso dos nanocorpos como prot6tipos potenciais para a
neutralizacdo viral, serd necessario o estabelecimento de parcerias para a realizacdo dos testes
em cultura celular, visto que a cultura do virus requer laboratorios de seguranca NB3.

Enfim, dados demonstrados nesse trabalho corroboram para o potencial uso dos
nanocorpos para o desenvolvimento de testes de imunodeteccdo e imunoterapeutica voltados
para os hantavirus, devido sua potencial capacidade de reconhecer a proteina recombinante do
nucleocapsideo demostrados nos testes de reconhecimento, sensibilidade e interacéo

discutidos previamente neste trabalho.
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