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Resumo

Utilizacdo da levedura como sistema de producdo de uma proteina da capside de

um NOVOo Norovirus canino

Os norovirus (NoV) sdo actualmente reconhecidos como uma das causas mais
comuns de surtos de origem alimentar de gastroenterite aguda e esporadica. Embora as
vias de transmissdo mais importantes sejam 0 contacto entre pessoas e 0 consumo de
alimentos contaminados surgiu, ainda recentemente, a possibilidade de ocorrer também
uma transmissdo zoonotica.

A descoberta de um novo NoV canino no norte de Portugal e o potencial risco de
transmissao zoondtica motivaram a investigacdo da ecologia deste virus. A inexisténcia
do um teste seroldgico comercial e a sua importancia para a pesquisa em curso levou-
nos a tentar implementar um ensaio imunoenzimatico. Para implementar este ensaio sao
necessarias quantidades significativas de VLP’s (virus-like particles) para serem
utilizadas como antigénios. A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente
utilizada na producdo de proteinas virais, incluindo proteinas da capside. Assim, o
objetivo deste trabalho foi utilizar o sistema de elevada expresséo e baixo custo de S.
cerevisiae para produzir a proteina da cépside do novo NoV canino, VP1 (que forma
espontaneamente VLP’s), em quantidades suficientes para ser utilizada como antigénio
no ensaio imunoenzimatico. Com este objetivo, o gene VP1 foi inserido num vetor
multicdpia para expressao em levedura e a proteina foi fundida com um tag 6HIS no
terminal C". A insercdo do tag 6HIS permite ndo s6 a detecdo e quantificacdo da
proteina recombinante por Western Blot, mas também, e sobretudo, a purificacdo da
proteina VP1 num Unico passo por cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC). A producéo da proteina VP1 na levedura foi otimizada para a estirpe e para as
condi¢des de crescimento e a purificacdo foi realizada por IMAC e analisada por
coloragéo do gel com azul de Coomassie e Western Blot. O produto obtido corresponde
a uma massa molecular esperada de 63 kDa e o rendimento obtido foi de 1,38 mg/g de
peso humido de levedura. As propriedades imunoldgicas da proteina recombinante
VP1-6HIS foram avaliadas através da realizacdo de um ensaio imunoenzimatico e a sua
antigenicidade demonstrada ao confirmar a serologia de varias amostras caninas.
Encontram-se em curso estudos de microscopia eletronica para avaliar se a proteina
produzida é capaz de formar VLP’s.

Em conclusdo, neste trabalho implementamos um sistema rapido e eficiente para a
producéo e purificacdo da proteina VP1 da capside do novo NoV canino.






Abstract

Using yeast as a production system of a new canine norovirus capsid protein

Norovirus (NoVs) are now recognized as the most frequent cause of foodborne
outbreaks of acute gastroenteritis and the most common cause of sporadic enteric
ilness. Though the most important modes of transmission are person-to-person contact
and consumption of contaminated food, zoonotic transmission has been recently
suggested. Several studies have found evidence of human infections by strains of cattle
and infections of pigs for human NoVs.

The discovery of a new NoV canine in the north of Portugal and the potential
risk of zoonotic transmission compelled to explore the ecology of this virus. The
absence of a commercial serological test VLP (virus-like particle)-based Enzyme
Immunoassay (EIA) and its importance to the ongoing research has led us to implement
an in-house EIA. To establish this assay, it was necessary a substantial number of
VLP’s to be used as an antigen. The yeast Saccharomyces cerevisiae has been widely
used for the production of viral proteins, including capsid proteins. Hence, the aim of
this work was to use S. cerevisiae, as a cost-effective and high-level expression system,
to produce sufficient amounts of the novel NoV capsid protein, VP1 (which self-
assembles into VLP’s), to be used as antigen in the in-house EIA assay. With this goal,
the VP1 gene was cloned into a multicopy yeast expression vector and the protein was
fused, at the C” terminus, to a 6HIS tag. The 6HIS tag allows not only the detection and
quantification of recombinant proteins in Western Blot, but also, and most importantly,
to perform a one-step purification of VP1 by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC). The production of VP1 in yeast was optimized for the strain
and growth conditions used and the purification performed by IMAC was analyzed by
Coomassie blue staining of SDS-PAGE and Western Blot. The obtained product
corresponded to an expected molecular weight of 63 kDa and the yield obtained was
1,38 mg/g wet weight of yeast. The immunological properties of the recombinant VVP1-
6His protein were evaluated by in-house EIA and its efficiency proved by confirming
the serology of several canine samples. Studies of electron microscope are under way to
evaluate if this VP1 is able to form VLP’s.

In conclusion, in this work we present a fast and efficient system of production
and purification of the canine NoV VPZ1capsid protein.
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CAPITULO |

Introducao



1.1. Norovirus

Os norovirus séo virus RNA de cadeia simples com capside icosaédrica, diametro
de 27-30 nm (Koopmans e Duizer, 2004).

Em 1929, Zahorsky descreveu pela primeira vez a “Hyperemesis hemis” ou “Winter
vomiting disease”, como sendo uma doenca caracterizada pelo aparecimento subito de
vomitos e diarreia (Zahorsky, 1929). Em 1972, Kapikian e colegas identificaram uma
particula viral por imunoelectromicroscopia (IME) em amostras de fezes prevenientes de
um surto de gastroenterite ocorrido numa escola primaria em Norwalk, EUA (Adler et al.,
1969; Kapikian et al., 1972). Atraves da analise dos anticorpos especificos de individuos
infetados, foi demonstrado que a particula viral era o agente etiolégico do surto de
gastroenterite de Norwalk. Assim, este virus ficou conhecido por virus Norwalk
(Kapikian et al., 1972; Kapikian, 2000; Farkas et al., 2008).

1.1.1. Classificacé@o dos norovirus

O virus Norwalk e os virus que foram sendo descobertos e que devido as suas
semelhancas foram denominadas por “Norwalk - like virus” foram originalmente
descritos como pertencendo as familias Picornaviridae e Parvoviridae, com base no
aspeto morfoldgico das particulas viricas por microscopia eletronica. Entretanto, apds
andlise de uma das suas proteinas estruturais foi proposta a sua integracdo na familia
Caliciviridae (De Palma et al., 2008). Em 1990, com a clonagem do genoma do virus
Norwalk confirmou-se a sua integracdo na familia Caliciviridae, nome que deriva da
palavra latina “calix” devido as depressdoes em forma de calice observaveis na superficie
da capside (Atmar e Estes, 2001). Em 2002, o Comité Internacional de Taxonomia dos
Virus (ICTV) que os virus previamente denominados Norwalk-like ou SRSVs (small
round structured viruses) fossem agrupados no género Norovirus (David e Szucs, 2003).
Atualmente, a familia Caliciviridae esta dividida em quatro géneros: norovirus (ou virus
de Norwalk - NoV), vesivirus, lagovirus e sapovirus (Mayo, 2002), tendo recentemente
sido sugerido mais um género, o becovirus (Oliver et al., 2006).

A estirpe do NoV foi constituida com base na sequéncia nucleotidica do gene que
codifica para a principal proteina da capside, denominada VP1. Assim, foram designados
trés niveis de acordo com a identidade: estirpe (0 - 14,1%), gendtipo (14,3 - 43,8%) e
genogrupo (44,9 - 61,4%). Na estirpe de NoV, existem cinco tipos de genogrupos (GGl,
GGll, GGII, GGIV, GGV), que posteriormente deram origem a pelo menos 28 grupos



geneticos ou gendtipos (Zheng et al., 2006). Os genogrupos apresentam pelo menos mais
de 60% da identidade nos aminoacidos da proteina VP1 e em cada agrupamento genético
ou genotipo encontramos mais de 80% de identidade na sequéncia de nucle6tidos
codificantes para a VP1 (Green et al., 2000; Zheng et al., 2006). Os NoVs responsaveis
por infecoes em humanos, encontram-se associados aos genogrupos GGI, GGIl e GGV,
enguanto os NoVs detectados em cdes, por exemplo, pertencem ao grupo GGIV (tabela 1)
(Martella et al., 2008).

Tabela 1. Distribuicdo dos norovirus por genogrupos e gendtipos segundo as diferentes

espécies animais.

Norovirus

Genogrupos e genotipos do norovirus

Hospedeiro GGl GGll Gl GGIV  GGIV
Humano 1-8 1-10, 12-17 1
Porco 11, 18, 19
Gato 1,2
Ledo 2
Céo 2
Rato 1

Os norovirus apresentam um elevado grau de variabilidade genética. Dentro do
mesmo grupo encontramos uma variabilidade de 45 - 61% no gene que codifica para a
capside (VP1). Dentro do gendtipo este gene difere 14 - 44% e dentro da mesma estirpe
as diferencas no gendétipo variam entre 0 - 14% (Zheng et al., 2006). A variacdo no
genotipo para este virus é elevada, mesmo em compara¢do com outros virus de RNA.
Este elevado grau de variabilidade é um fator que dificulta a imunidade a infecdes por
norovirus (Karst, 2010).



1.1.2. Genoma e replicacao

O genoma dos norovirus é constituido por RNA de cadeia simples, de polaridade
positiva com um tamanho entre 7,5 - 7,7 kb. Este genoma apresenta trés sequéncias
codificantes (ORFs “open reading frame”) (Glass et al., 2000; Muller et al., 2007) (Figura
1). A ORF1 na extremidade 5' representa cerca de 60% do genoma viral e codifica uma
poliproteina (1789 aminoacidos) de massa molecular de 193,5 kDa; sofre clivagem
proteolitica para produzir as proteinas ndo estruturais (Ettayebi e Hardy, 2003; Belliot et
al., 2003; Karst, 2010). A ORF2 codifica a maior proteina estrutural da capside VP1
(Glass et al., 2000; Mesquita, 2010). A ORF3 localiza-se na extremidade 3' e codifica a
proteina da capside VP2. A capside, com a sua estrutura tridimensional icosaédrica é
constituida por 180 cdpias da proteina VP1 organizadas em dimeros, e uma a duas copias
da proteina VP2 (Karst, 2010; Hardy, 2005). A estrutura da proteina VP1 varia entre 530
e 555 aminoacidos correspondentes a uma massa molecular entre 53 e 63 kDa,
respetivamente (Liu et al., 1999; Oliver et al., 2003). A proteina é constituida por dois
dominios, 0 S (shell domain) conservado na regido terminal N (225 aminoacidos), € o P
(protruding) (226-522 amino&cidos) que envolvem uma regido central variavel (Hardy,
2005; Prasad et al., 1999). O dominio P, pode ser subdividido em P1 e P2, sendo o
primeiro formado pelos lados em forma de arco e o segundo localizado nos topos
expostos (Karst, 2010, Khan et al., 2009). O dominio S do gene VP1 é uma regido critica

na formagao espontanea da capside (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002) (figura 1).

5 Poliproteina ndo estrutural VP1 VP2 3
H ORF1 ORF3

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
=

Dominio S

Figura 1. Organizagdo do genoma de norovirus em funcdo das proteinas e dos dominios
da capside. O genoma inclui a ORF1 que codifica uma poliproteina que ap6s clivagem de
6 proteinas ndo estruturais, a ORF2 que codifica a proteina estrutural da cépside VP1 e a

ORF3 que codifica a menor proteina estrutural VP2 [adaptado de (Khan et al., 2009)].



A proteina VP2 tem entre 208 e 268 aminoacidos correspondendo a um peso
molecular entre 22 e 29 kDa, respectivamente. Embora a sua funcdo ainda ndo esteja
completamente esclarecida, pensa-se que a VP2 interage com o RNA gendmico,
facilitando a sua insercdo na capside durante a formacéo do virdo (Green, 2007; Glass et
al., 2003).

A replicacdo do norovirus ocorre no citoplasma das células infetadas e a sua
principal caracteristica € a producdo de RNA subgendémico pequeno, que abrange a
extremidade 3' do genoma contendo o gene da capside (Meyer et al.,, 1991). O RNA
subgendmico é depois empacotado na particula viral, sendo empacotado separadamente
do virido contendo 0 genoma, visto que ambos podem ser separados por um gradiente de
centrifugacdo (Thiel e Konick, 1999). O processo de maturacdo e libertagdo da particula

viral ndo esta completamente esclarecido (Figura 2) (Green, 2007).

Transcricdo . Replicacio

/ RNA - \

——— i e —

== mRNA + e et
m— c———
m——— ———

,ég(\ O ? Exocitose /\ﬁ
\ - Proteinas ‘
. TP 0 49 W0 5 5 ) AN C ‘o
TTLi>
\ T

Figura 2. Replicagdo de um virus de RNA (adaptado de www.scq.ubc.ca/viral-infection/).

1.1.3. Importancia clinica

Os sdo hoje considerados a principal causa dos surtos epidémicos de gastroenterite
aguda transmitido pelos adultos e uma causa importante da gastroenterite esporadica em
todos os grupos etarios (Glass et al., 2009, Patel et al., 2009). Uma das caracteristicas da

infeccdo por norovirus é a dimencdo dos sustos epidemios, sendo responsaveis por mais


http://www.scq.ubc.ca/viral-infection/

de 90% das gastroenterites virais e 50% dos surtos em todo o mundo (Lopman et al.,
2003; Reuter et al., 2005; Duynhoven van et al., 2005; Ike et al., 2006; Patel et al., 2009).

Os NoVs sdo classificados como agentes bioldgicos de classe B devido a sua
elevada infecciosidade e rapida transmissdo entre humanos (Hutson et al., 2004; Estes et
al., 2006). A propagacdo dos NoV é facilitada pelas infe¢es assintomaticas, imunidade
de curta duracéo, baixa dose infetante (apenas 17 particulas viral), excrecdo viral durante
a convalescenca e presenga continuada nas fezes mesmo apds o desaparecimento dos
sintomas. A transmissdo do NoV é tambeém dificil de controlar através das medidas
sanitarias dos hospitais ja que sdo virus extremamente resistentes aos agentes fisicos e
gumicos. O NoV sobrevive a niveis elevados de cloro (até 10 p.p.m.) utilizados na
desinfecdo das aguas e apresenta resisténcia a temperaturas extremas (congelamento e
aquecimento a 60°C) (Teunis et al., 2008; Patel et al., 2009).

O NoV transmite-se de forma muito especifica de pessoa-a-pessoa, 0 que propicia
que casos primarios se transformem em surtos apds o consumo de alimentos
contaminados (frutas, verduras, legumes frescos e frutos do mar ingeridos crus ou mal
cozinhados), ingestdo de &gua contaminada (de lagos, abastecimento de cidades,
armazenada por navios, entre outros) (Estes et al., 2006; Patel et al., 2009). Varios
estudos encontraram evidéncias de infecdes humanas por estirpes bovinas (Widdowson et
al., 2005) e infecbes de porcos por NoVs humanos (Farkas et al., 2005; Wang et al.,
2005; Mattison et al., 2007). A possibilidade de ocorréncia de estirpes de NoV
recombinantes com viruléncia alterada é assim elevada. Em geral, a propagacéo zoonética
pode ocorrer indiretamente através da cadeia alimentar ou através do contacto direto com
o animal (Meslin et al., 2000).

1.2. Virus-like particles

Virus-like particles (VLP’s) sdo particulas virais morfologicamente indistinguiveis
dos virides icosaédricos, mas desprovidas do material genético do virus (RNA ou DNA
viral). Sendo assim, as VLP’s ndo se conseguem replicar dentro das células, sendo nao
infeciosas (White et al., 1999; Lima e Mota, 2003).

Os NoVs, ndo sdo cultivaveis em cultura celulare, e assim a producdo de VLP’s

ganhou importancia na impossibilidade de obter virus em quantidades sufucientes. As



VLP’s sdo constituidas muitas vezes por uma Unica proteina recombinante que compde a
estrutura da capside e apresentam epitopos conformacionais (Lindesmith et al., 2003).

Nos anos 90, a expressao da proteina da capside de um virus, formando VLPs em

sistemas de producdo de insectos foi considerada uma estratégia segura, com uma elevada
resposta imune e sem riscos adicionais (Kirnbauer et al., 1993).
A principal caracteristica das VLP’s € a manutencdo da estrutura viral, conservando 0s
antigénios virais (proteina da capside) as propriedades de ligacdo dos virides para 0 NoV
nativo, pelo menos em termos de associagdo aos hidratos de carbono (Karst, 2010). As
VLP’s podem ser armazenadas a -20°C por um longo periodo de tempo (mais de 6 meses)
e resistem a condicOes adversas, como baixos valores de pH (Hunt et al., 2005), sem
perder a sua funcdo bioldgica, sendo uma caracteristica favoravel ao fabrico de vacinas
com VLP’s (Karst, 2010).

As VLP’s ttm uma elevada quantidade de aplicac@es, tais como a terapia génica ou
molecular (permitido o desenvolvimento de novos sistemas de vetores de transporte da
molécula terapéutica até as células alvo), estudos de interacdes das proteinas com a célula
hospedeira, tais como a identificagdo de recetores celulares (Hutson et al., 2003; White et
al., 1996) e a aplicacdo em métodos de diagndstico (Mena et al., 2005). O principal
método de diagnoéstico é o ensaio imunoenzimatico (ELISA) que é capaz de detectar o
antigénio viral, utilizando o soro obtido pela imunizagdo com as VLP’s recombinantes em
ratos, coelhos, entre outros. Os soros hiper-imunes demonstraram ser altamente
especificos para estirpes homdélogas de NoV pertencentes ao mesmo genétipo (Graham et
al., 1994).

O desenvolvimento de vacinas com VLP’s estimula a formag&o de anticorpos pelo
sistema imunitario de forma eficiente e sem o risco de infecdo ou oncogénico (Bundya e
Swartz, 2011). As vacinas constituidas por VLP’s apresentam a vantagem do baixo custo,
elevada estabilidade, elevada eficacia necessitando de doses mais baixas de antigénio em
relacdo as vacinas atenuadas (Noad e Roy, 2003; Zheng et al., 2006; Patrick et al., 2008;
Hutih et al., 2010).

Nos ultimos anos, as VLP’s tém sido amplamente utilizadas na nanotecnologia
(Mena et al., 2005), com a possivel formacdo de nanoparticulas magnéticas na qual se
encontram ligados os antigenios com o agente terapéutico (VLP’s), de modo a reconhecer
as células infetadas. Esta nova tecnologia permite uma melhor eficiéncia e especificidade
da acdo da molécula terapéutica, quer na producdo de novos farmacos, com atuacdo

apenas nas células alvo (Perez et al., 2003). Assim, a construcdo destas nanoparticulas
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apresenta vantagens relativamente a transferéncia de genes. Estas nanoparticulas
permitem manter as propriedades especificas dos virus no que se refere a capacidade de

entrar em células especificas e transferir as VLP’s (Costa et al., 2007).

1.3. Producéo de Virus-like particles

1.3.1. Sistemas de producao de Virus-like particles

A formacéo de VLP’s pode ocorrer apenas a partir da expressao da proteina da
capside VP1 que forma a estrutura tridimensional. Os sistemas de producdo devem
permitir a obtencdo das proteinas recombinantes em elevada concentracdo, de modo a
maximizar a sua agregacdao em VLP’s (Bundya e Swartz, 2011).

As proteinas recombinantes que levam a formacdo de VLP’s podem ser expressas
em diversos sistemas, como em bactérias, insetos, leveduras, mamiferos ou plantas. A
qualidade, funcionalidade, rapidez de producdo e rendimento da proteina sdo fatores
importantes a ter em conta na escolha do sistema de expressédo (Baneyx e Mujacic, 2004).

Nas bactérias a expressdao das proteinas virais € simples e com um elevado
rendimento. No entanto, ndo se verifica a formacdo da estrutura tridimensional da
proteina que permite a formacdo das VLP’s. Tal pode dever-se a ndo ocorréncia em E.
coli de processos de glicosilacdo ou de modificacBes pos-traducdo, por vezes essenciais a
formacéo da estrutura secundaria, terciéria e quaternaria (Daly e Hearn, 2005).

A producéo de VLP’s em insetos, assim como em mamiferos, apesar de ser eficaz e
demorada e relativamente cara. Por outro lado, o rendimento das proteinas recombinantes
para algumas estirpes de NoV € baixo e em alguns casos, a estrutura das VLP’s ndo chega
a formar-se (Xia et al., 2007).

A expressdo de VLP’s na levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta vantagens
na producdo, custo, eficacia e adaptacdo do crescimento a fermentadores de larga escala.
Adicionalmente, a probabilidade de contaminagdo destas culturas por toxinas ou virus
infeciosos é baixa em comparacdo com sistemas de producdo de bactérias e células de
mamifero (Park et al., 2008). Representa, assim, um sistema eficiente no
desenvolvimento de testes de diagndstico, dado nestes testes ser necessdria uma
guantidade substancial de VLP’s (Park et al., 2008).

Os sistemas eucariotas, como o da levedura S. cerevisiae, apresentam em relacéo as

bactérias a vantagem das proteinas intracelulares sintetizadas poderem ser secretadas para
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0 meio extracelular (Gellison et al., 1992; Daly e Hearn, 2005). No entanto, algumas
proteinas glicosiladas funcionam sem o carbohidrato, como por exemplo o interferéo,
podendo desta forma ser produzidas em bactérias (Rinderknecht et al., 1984). As
principais vantagens da utilizagcdo de leveduras, encontram-se resumidas na tabela 2
(Demain e Vaishnav, 2009).

Tabela 2. Vantagens da utilizagdo de sistemas de expresséo de levedura.

- Alto rendimento
- Estirpes com elevada estabilidade em processos fermentativos
- Custo efetivo baixo
- Répido crescimento em meios quimicamente definidos
- Processamentos celulares conservados com 0s mamiferos
- Producdo de proteinas com ligagOes ricas em pontes bissulfureto
- Assisténcia ao enrolamento proteico

- Capacidade de glicosilar as proteinas

Até a data ja foram expressas em levedura mais de 30 proteinas da cépside e do
invllucro de diferentes virus. As proteinas expressas dos diferentes virus, depois da
agregacao em estruturas altamente organizadas formando a estrutura tridimensional,
conduziram a formacgdo espontdnea das VLP’s (Deml et al.,, 2005). As VLP’s
recombinantes derivadas de varios virus expressas em leveduras, quando administradas
por via oral a ratos, coelhos, cdes e gado bovino induzem uma resposta imune
significativa, prevenindo infe¢bes causadas por estes virus (Xia et al., 2007) (Mandic e
Vujkov, 2004; Villa, 2003). Alguns exemplos de sucesso de producdo de VLP’s a partir
de uma proteina viral, foram o da hepatite B (HBV) em 1986, e o0 do virus do papiloma
humano (HPV) em 2006. A producdo de HPV em levedura esteve na base da primeira
vacina no mercado contra o cancro cervical ((nico cancro 100% atribuido a infegdo por
virus), e contra HIV (virus humano imunodeficiente) (em ensaios clinicos na Beélgica)
(Peixoto et al., 2007). Assim, concluimos que o sistema de expressdo da levedura é
seguro, simples e eficaz na producdo de VLP's capazes de ativar a resposta imunogénica
(Xia et al., 2007).



1.3.2. Estratégias de clonagem e purificacédo
1.3.2.1. Estratégias de clonagem

Atualmente existem dois grandes sistemas de clonagem, a clonagem cléssica e as
novas abordagens que envolvem técnicas de recombinacdo homologa do DNA. A
clonagem classica envolve a insercdo de DNA em vetor com recurso a enzimas de
restricdo e a uma enzima ligase, de modo a ligar as extremidades livres do DNA e a
formar um vetor recombinante. Estas enzimas clivam e digerem as regides dentro das
sequéncias de DNA, originando na maioria dos casos extremidades coesivas permitindo
assim insercdo dos genes nos vetores. Assim, é imprescindivel a digestdo tanto dos
vetores como dos genes com enzimas que formem extremidades compativeis (Hunt,
2005). Tal clonagem apresenta dificuldades na ineficiéncia de digestdo dos vetores e dos
produtos de PCR devido a uma disponibilidade limitada dos locais de restricdo (Hunt,
2005).

Nos Ultimos anos, varios sistemas de clonagem tentaram contornar as limitacGes
associadas aos sistemas tradicionais de construcdo de vetores. O sistema mais utilizado é
0 da Gateway (Hartley et al., 2000), baseado na recombinacdo do bacteriéfago lambda
para facilitar a transferéncia de sequéncias de DNA entre dois vetores (Landy, 1989;
Alberti et al., 2007). Esta recombinacdo ocorre através das sequéncias especificas
designadas locais de attachment (att) (attL, attR, attB e attP), presentes na bactéria e no
bacteriofago, e catalisada por uma mistura de enzimas (clonase LR e BP) tornando a
reacdo eficiente rapida, direcional e especifica (Alberti et al., 2007). Este sistema permite
transferir uma ou mais sequéncias de DNA para vetores multiplos em reacdes paralelas
mantendo a orientacdo e a fase de leitura, eliminando a necessidade de re - sequenciacao.
A Unica limitacdo reside no facto de esta técnica necessitar de preparacdo especifica dos
vetores de expressdo (insercao dos locais att) (Walhout et al., 2000; Alberti et al., 2007).

A escolha do vetor de expressdo adequado depende do hospedeiro e da
aplicabilidade das proteinas recombinantes. Nas leveduras, 0s principais vetores
existentes para a expressao proteica sdo 0s integrativos, 0s centromeéricos e 0s epissomais
ou 2 um. Os integrativos replicam integrando-se por recombinacdo homologa no genoma
da célula hospedeira, levando normalmente a insercé@o de apenas uma copia do plasmideo
na levedura, e sendo mais estaveis. Os centromericos (YCp) sdo plasmideos com
replicacdo autbnoma, com uma sequéncia centromérica responsavel pelo baixo nimero de

cdpias. Os plasmideos epissomais, contém o plasmideo selvagem da levedura (0 2 pum
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inteiro ou sequéncias que servem de origem de replicagdo, ORI, derivadas do 2 um),
permitindo a presenca de um numero elevado de cépias e de uma frequéncia elevada de

transformacéo das leveduras (Brown, 2006; Sopko et al., 2006).
1.3.2.2. Estratégias de purificagédo

A purificacdo proteica é geralmente a parte mais complexa da producdo proteica.
Esta purificacdo pode ser realizada por diferentes métodos de concentragdo ou
cromatografia. Nos métodos de concentracdo podemos utilizar, por exemplo, a
precipitacdo com sais inorganicos, solventes organicos, ou polimeros, assim como a
ultracentrifugacdo (Baneyx et al., 2004). Na purificacdo por cromatografia em gel de
filtracdo (separacdo pela massa molecular utilizando géis com um grau de porosidade
definida), a separacdo das proteinas ndo requer o gasto de energia, sendo os sistemas
simples de otimizar e com altas taxas de recuperacdo. No entanto, ndo permitem a
purificacdo de grandes quantidades de amostras (1 - 2% do volume total da coluna), e
apresenta problemas de diluicdo da proteina para a eluicdo purificada (Patrick et al.,
2008).

A purificacdo por cromatografia de troca idnica, baseia-se na carga da proteina que
estamos a tentar isolar. Se esta possuir carga positiva, a solu¢do deve passar por uma
coluna com carga negativa (impedindo a passagem das proteinas com carga positiva). A
afinidade da proteina depende do pH do meio (dado este alterar a carga das proteinas), da
temperatura, da forga ionica, da natureza do tampdo entre outros. Na eluigdo é utilizada
uma solucdo com elevada concentracdo de sal, que compete com a ligacdo da proteina a
coluna. A remocdo do sal tem de ser realizada por dialise (Alberts et al., 2002).

As purificagbes em cromatografia de absorcdo baseiam-se na capacidade de
algumas proteinas se unirem de forma ndo covalente com outras moléculas (ligando),
localizados numa matriz de uma coluna adsorvente. Na ligacdo das proteinas, intervém as
forcas de van de Waals, ligagcdes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas (Silva et al.,
2000; Patrick et al., 2008).

A cromatografia de afinidade baseia-se nas funcdes bioldgicas da proteina que se
liga a coluna. Este ¢ um método muito eficiente de purificacdo, uma vez que se baseia
numa especificidade bioldgica da proteina que se pretende analisar, tal como a afinidade

de uma enzima a um substrato (Alberts et al., 2002).
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As propriedades proteicas diferem muito de uma proteina para outra, 0 que exige a
otimizacdo da técnica de purificacdo para cada proteina, acarretando desvantagens em
termos econdémicos. A aplicacdo de tags de afinidade nas proteinas recombinantes
permite ndo sO a detecdo da proteina mas sobretudo a purificagdo num Unico passo,
resultando num produto final com uma elevada pureza. Os tags trazem vantagens
adicionais, como a prevencdo da proteodlise (Tang et al., 1997), facilita a renaturacdo das
proteinas (Shi et al., 2005; Sun et al., 2005), fornece protecdo antigénica a proteina de
fusdo (Mayer et al., 2004) e pode aumentar a solubilidade (Chen et al., 2005;
Nallamsetty, 2005). Como desvantagens, os tags podem interferir na conformacdo da
proteina (Chant et al., 2005), levando a uma alteracdo da atividade bioldgica (Fonda et
al., 2002) ou a toxicidade (Vries et al., 2003), dependendo da localizacdo dos
aminoacidos do tag (Bucher et al., 2002). A purificacdo de proteinas com tags baseia-se
tipicamente nas caracteristicas fisicas resultantes da interacao entre o tag e um ligando de
cada proteina recombinante (como a estabilidade e hidrofobicidade), do sistema de
expressdo, bem como da aplicacdo da proteina purificada. Os tags mais comumente
utilizados sdo: as polihistidinas (HIS), a glutationa S-transferase (GST), a proteina verde
florescente (GFP) e Maltose Binding Protein (MBP) (Terpe, 2003).

Os tags de HIS sdo atualmente os mais utilizados na purificacdo de proteinas
recombinantes, sobretudo porque s&o pequenos e raramente interferem com a funcéo,
atividade ou estrutura proteica. Os tags sao compativeis com o uso de desnaturantes como
a ureia. O facto de o tag ser pequeno (3 - 8 histidinas) faz com que a remocao do tag nao
seja necessaria ao contrario de outros tags maiores. Os tags de polihistidina apresentam
uma elevada afinidade para quelatos de niquel e outros ides metélicos imobilizados num
suporte sélido (por exemplo, Cu*, Ni?*, Zn®* ou Co*") (Hage, 1999; Rubio et al., 2005).

A técnica de cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) é o método
mais comum na purificacdo de proteinas com o tag de polihistidina. A purificacdo
proteica por IMAC foi descrita por Poroth e colaboradores (Poroth et al., 1975). Esta
metodologia consiste na formacdo de um complexo entre um ido metalico e um agente
quelante imobilizado que atua em funcgdo das intera¢fes dos residuos de aminoécidos,
principalmente de histidina (Porath, 1992). Consequentemente, a proteina ligada ao tag de
polihistidina vai ligar-se seletivamente ao id0 metalico enquanto outras proteinas
celulares ndo se vao ligar, ligam-se de forma fraca, podendo ser removidas com tampdes

contendo competidores para o niquel.
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As proteinas com tags de HIS apresentam maior afinidade para os ides Ni**, mas a
intensidade de ligacdo pode ser afetada pela extensdo do tag, pela posicdo do tag (na
extremidade terminal N” ou C") e pelo pH dos tampdes (Hage, 1999). Esta estratégia
permite a purificacdo de proteinas com diferentes caracteristicas, numa s6 etapa
cromatografia, com elevada rapidez, com um elevado grau de pureza, um alto rendimento

(superior a 90%) e reduzidos custos de producao (Arnold, 1991; Arnau et al., 2006).

1.4. Objetivos do trabalho

Em 2007, a pesquisa de NoVs em cdes levou a descoberta de um novo norovirus
canino (Mesquita et al., 2010). Esta descoberta, motivou o estudo deste virus nesta
espécie animal e também a avaliacdo do seu potencial zoonético, dado tratarem-se de
animais de companhia, com um contacto proximo do humano. A transmissdo zoonética
tem ganho relevancia junto da comunidade cientifica sobretudo depois da recente
pandemia do subtipo de Influenza A (virus HIN1), que resultou da recombinacdo de
estripes animais e humanas (Smith et al., 2009). A inexisténcia de um ensaio
imunoenzimatico comercial para deteccdo de anticorpos contra NoV canino esteve na
base da presente tese. Para o desenvolvimento deste tipo de ensaio € necessaria uma
quantidade significativa da proteina viral da capside VP1 (que forma espontaneamente
VLP’s) para serem utilizadas como antigénios. Neste trabalho, uma vez que os NoVs ndo
sdo cultivaveis, utilizou-se a levedura como sistema de expressao da proteina viral VP1, a
utilizar no ensaio imunoenzimatico. Assim, foram objetivos deste trabalho:

e Clonagem do gene VP1 fundido com um tag (6HIS) no vetor de expressdo

pAG426GAL;

Transformagéo da levedura S. cerevisiae com o vetor de expressdo pAG426GAL-

VP1 e selecdo em meio seletivo;

Analise da expressdo da VP1 por Western Blot;

Otimizacdo das condicdes de crescimento (temperatura e fonte de carbono) para a

obtengdo de um melhor rendimento de produgéo;

Purificacdo da proteina VP1 através do tag 6HIS por IMAC,;

Caracterizacdo da proteina VP1 purificada quanto a sua antigenicidade em ensaios

imunoenzimaticos.
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CAPITULO 11

Material e Métodos
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2.1. Estirpes e condicOes de crescimento
Foram utilizadas neste estudo quatro estirpes de S. cerevisiae e uma de E. Coli,

cujos gendtipos estdo representados na tabela 3.

Tabela 3. Genotipos das estirpes de S. cerevisiae e E. Coli usados neste estudo.

Estirpes de S. | Genotipo

cerevisiae
W303 1-A MATa, leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15
MATa/MATa his3A 0/his3A 0; leu2A /leu2A 0; metl SA
By4743

0/MET15; LYS2/lys2A 0; ura3A O/ura3A 0

CG379 MATa, ade5, his2, leu2-112, trp1-289, ura3-52

MATa, leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15 pep4::HIS3 (Marques, et al., 2006)

W303-1B pep4A

Estirpe de E. coli

FhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 ®80A(lacZ)M15

DH5a (NEB) gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

2.2. Meios de cultura e condicdes de crescimento

As estirpes ndo transformadas da levedura S. cerevisiae foram cultivadas no meio
de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose), composto por 2% (p/v) glucose (Sigma-
Aldrich), 1% (p/v) bactopeptona (Oxoid) e 1% (p/v) extracto de levedura (Oxoid). As
culturas foram incubadas a 30°C com agitacdo constante de 170 r.p.m.

As estirpes de levedura transformadas com o vetor vazio pAG2426GAL e o
plasmideo com o gene que codifica para a proteina da capside (VP1), pAG426GAL-VP1,
foram incubadas em meio de cultura minimo seletivo de glucose, composto por 2% (p/v)
glucose, 0,17% (p/v) YNB (yeast nitrogen base) (Difco) e 2% (p/v) sulfato de amdnio
(Landilab). Para a inducdo da expressdo da capside (o plasmideo contém o promotor
indutivel GAL10), no meio anterior, a glucose foi substituida por 2% (p/v) de galactose
(Sigma-Aldrich). O meio foi suplementado com uma mistura de aminoacidos (50ug/ml;
Sigma-Aldrich) (sem uracilo, marca de selecdo do plasmideo), para satisfazer o0s

requisitos auxotréficos da estirpe.
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Para a inducéo da expressdo da proteina da capside, as estirpes foram incubadas no
meio de cultura contendo 1% (p/v) galactose, 0,17% (p/v) YNB, 2% (p/v) sulfato de
amonia, 1% (p/v) rafinose (Sigma-Aldrich) e 3% (p/v) glicerol (Sigma-Aldrich), a 28°C
com agitacdo constante de 170 r.p.m. até uma DOgy0,5-0,6 (1-2x10"células/ml fase
méaxima de producdo das proteinas recombinantes).

O crescimento de E. coli foi realizado em meio de cultura LB (Luria Broth)
contendo 1,0% (p/v) bactopeptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura, 0,5% (p/v) cloreto de
sodio, a pH 7,0. No caso dos meios sélidos, foi adicionado ao meio anterior 2% (p/v) agar
(Oxoid).

2.3. Transformacéo de S. cerevisiae

A transformacdo foi feita segundo Gietz e Schiestl (2007). Resumidamente, um pré-
inoculo da cultura foi diluida em meio de YPD e a cultura incubada até atingir uma DOggg
= 0,5 (1-2x10") células/ml. As células foram recolhidas e lavadas duas vezes com agua
destilada estéril. Adicionou-se ao pellet uma mistura contendo 240 ul da solucéo estéril
de PEG (polietileno glicol) contendo 50% (p/v) PEG-4000, 36 ul de acetato de litio (1,0

M, pH 7,5), 50 ul de DNA de cadeia simples (2,0 mg/ml™) previamente preparado (ciclos
de 5 min em agua fervente e gelo) e 7 pl de DNA plasmidico. De seguida, a suspensao
celular foi colocada num banho a 42°C, sem agitacdo, durante 30 min. As células foram
recolhidas, ressuspensas em agua estéril e plagueadas em meio glucosado seletivo (sem o
aminodcido uracilo). As placas foram incubadas numa estufa a 30°C durante 3 dias.

2.4. Construcdo do vetor de expressdo da proteina da capside
(PAG426GAL-VP1)

A construcdo do vetor de expressdo em levedura da proteina VP1 realizou-se
utilizando o sistema de clonagem da Gateway (Invitrogen; Hartley, Temple et al., 2000),
composto por duas reacdes. A reacdo BP que medeia a inser¢do de um produto de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) contendo o gene de interesse flanqueado pelas
sequéncias attB no vetor pDONR222, criando o designado vetor de entrada. A reacdo LR
medeia a passagem do gene de interesse do vetor de entrada para o vetor de destino

criando assim o vetor de expressdo desejado.
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2.4.1. Construcao do vetor de entrada (pDONR222-VP1)

Amplificacdo do gene VVP1 flanqueado pelos locais de recombinacdo attB

O desenho dos primers especificos para a amplificacdo do gene VP1 foi baseado na
sequéncia de RNA do norovirus disponivel no GenBank (n° de acesso GQ443611.1). Os
primers sdo constituidos pela sequéncia homdloga a regido inicial ou terminal do gene a
amplificar juntamente com as sequéncias attB1 e attB2 necessarias para a clonagem por
recombinacdo da Gateway e foram desenhados seguindo as instru¢des do fabricante. De
forma a fundir um tag de 6HIS no terminal C” da proteina VP1, a sequéncia codificante
para as 6 histidinas foi incluida na sequéncia do primer reverse imediatamente antes do
codao stop de traducédo
5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACCATGTTCTACCGCAGATTACTG
CG3 e o primer reverse (RDV (HIS6)): 5GGGGACCACTTTGTACAAGAA
AGCTGGGTCCTA AAGAATCTACATTTCACAG3’
(Figura 3). Os primers apresentam uma Tm (Temperatura de desnaturacdo) de respectivamente
85,4 e 90,8°C.

FWD RVS (6HIS)

gene VP1

l PCR

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura dos primers. Primers desenhados
para a insercao das sequéncias att (representadas a preto) necessarias para a clonagem do
gene VP1 (representado a vermelho) pelo método da Gateway, assim como para a

insercdo da cauda de 6 histidinas (6HIS) (representada a verde).

Preparacdo dos produtos de PCR

A reacdo de amplificacdo PCR, usando os primers especificos indicados na sec¢do
anterior, consiste num ciclo de 95°C durante 1 min, seguido por 30 ciclos de 95°C durante 45
seg, 52°C durante 45 min e 72°C durante 2 min, seguido pelo um ciclo de extensdo a 72°C durante

10 min.
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A reacdo de PCR foi realizada com a enzima Taq DNA Polimerase (Sigma-

Aldrich). A mistura de PCR realizada é apresentada.

Andlise eletroforética

Na andlise dos fragmentos de DNA utilizou-se o gel de agarose 0,8%, em tina
horizontal. A cada amostra adicionou-se tampdo da amostra (Invitrogen). As amostras
foram corridas no gel juntamente com um marcador de massa molecular (TrackIt™ 1 Kb
Plus DNA Ladder, Invitrogen). A eletroforese foi realizada a 100 V em tampédo TAE
contendo 2,42% (p/v) Tris, 0,57% (p/v) acido acético, 18,6% (p/v) EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), a pH 7,6. O gel foi corado com brometo de etideo (imersao
numa solucdo de O0,5ug/ml durante 20 min) e posteriormente visualizado num
transiluminador (Molecular Imager_Gel Doc™ XR, With Image Lab™ Software da
BioRad).

Recuperacdo do DNA do gel de agarose

A recuperacdo do produto de PCR do gel de agarose foi realizada por exciséo,
com um bisturi, da banda (contendo o tamanho de 1744 pb) visualizada por exposi¢do a
luz ultra-violeta. A purificagdo do produto de PCR da agarose foi realizada utilizando um
kit comercial e seguindo as instrucdes do fabricante (QlAquick Gel Extraction, Qiagen).

Recombinacdo entre os sitios attB e attP (reacdo BP)

A reacdo BP leva a recombinacdo dos sitios attB do fragmento linear do produto
de PCR com os sitios attP do plasmideo pDONR222. A recombinacdo resulta na entrada
do gene VP1 no pDONR222 e saida simultanea do gene de selecdo cccd (denominando-
se vetor de entrada). A reacdo BP foi realizada utilizando o kit Gateway® BP Clonase Il
Enzyme Mix (Invitrogen) e otimizada para reduzir o volume total de reacdo de 20 ul para
5 pl. Num microtubo de 1,5 ml foram adicionados 3 ul do produto de PCR, 1 pl do vetor
pDONR221 e 1 pl da mistura de enzima BP clonase Il (Invitrogen). A mistura de reacéo
foi homogeneizada e incubada sem agitacdo durante aproximadamente 12 horas, a 25°C.
Seguidamente, a reacdo foi terminada adicionando 1 pl de Proteinase K (2ug/ul) e

incubando a 37°C durante 10 min.
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Transformacdo de E. coli DH5a

A transformacdo de células competentes de E. coli DH5z (NEB-5alpha) (Sigma-

Aldrich) (sensiveis ao produto do gene ccdB) foi feita de acordo com as instru¢bes do
fabricante, mas com reducdo do volume final. Resumidamente, colocou-se 30 ul de
células competentes num microtubo de 1,5 ml, adicionou-se 4 pl da mistura previamente
preparada da reagdo BP e incubou-se 30 min no gelo. Seguidamente, incubou-se num
banho a 42°C durante 30 segundos rigorosamente e colocou-se 5 min no gelo. A cada
tubo adicionaram-se 300 ul de meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite
repression; Invitrogen) e colocado a incubar durante 1 hora a 37°C com agitacdo de 250
r.p.m. Seguidamente, 200 ul desta suspensdo foram plagueados em meio de LB-agar
suplementado com o antibi6tico canamicina e as placas foram incubadas durante 24 horas
a 37°C. O crescimento seletivo dos transformantes contendo o vetor de entrada ocorre
devido ao facto de apenas as bactérias que integram o vetor de entrada serem capazes de
crescer, ja que as bactérias que integram o vetor pPDONR222 ndo sdo capazes de crescer

devido & manutencdo do gene ccdB.

Extracdo e confirmacdo dos clones recombinantes

Os transformantes selecionados aleatoriamente foram crescidos em meio de LB
liqguido com canamicina durante aproximadamente 12 horas, a 37°C. A extracdo do DNA
plasmidico foi feita utilizando um kit comercial (QIAprep Spin Miniprep, Sigma).

A confirmacdo da correta criacdo do vetor de entrada foi feita por analise do padréo
de restricdo. Num microtubo adicionaram-se 7,7 pul do DNA extraido, 1 pl de tampéo da
enzima, 1 pl de BSA (Bovine Serum Albumin) e 0,2 pl de enzima Aflll. A mistura foi
incubada durante 2 horas a 37°C. Posteriormente, as amostras foram corridas em gel de

agarose como descrito anteriormente.

2.4.2. Construcao do vetor de expressao (pAG426GAL-VP1)

Recombinacdo entre os sitios attL e attR (reacdo LR)

A reacdo LR envolve a recombinacdo entre os sitios attL (do vetor de entrada,
criado na reacdo BP) e os sitios attR (vetor de destino). O vetor de destino utilizado foi o
pAG426GAL (Alberti et al.,, 2007). A reacdo LR foi realizada utilizando o Kit da

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen). Em cada microtubo de 1,5 ml
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adicionaram-se 2 ul da mistura de DNA (vetor de entrada), 2 ul do plasmideo
pAG426GAL e 1 pl da mistura de enzima LR clonase 1. A mistura foi devidamente
homogenizada e incubada a 25°C durante aproximadamente 12 horas. A reagdo foi
terminada pelo tratamento com 1 pl de Proteinase K a 37°C durante 10 min tendo-se

realizado, seguidamente, uma nova transformacéo de E. coli DH5. O crescimento dos

transformantes realizou-se em placas com meio de LB agar com ampicilina, a 37°C

durante 24 horas.

Transformacao de E. coli DH5a

A transformagéo de células competentes de E. coli DH5a com a mistura da reac¢do
LR realizou-se como descrito na secc¢do, excetuando o facto da suspensdo celular ser
plaqueada em meio de LB-agar suplementado com o antibiético ampicilina. A extracdo
do DNA plasmidico realizou-se utilizando um kit comercial (QIAprep Spin Miniprep,

Sigma).

Extracdo e confirmacdo dos clones recombinantes

A extracdo do DNA e confirmacdo dos clones recombinantes por anélise do padrao

de restricdo realizou-se como descrito na seccao anterior.

2.5. Western Blot

Extracdo e quantificacdo proteica total

Na extracdo das proteinas totais utilizou-se 0 método de lise alcalina (NaOH). A
500 pl de suspensdo celular com aproximadamente 2x10’células/ml, adicionou-se 50 p
de tampéo de lise (935 pl de 2N NaOH e 65 pl de B-mercaptoetanol) e incubou-se durante
20 min no gelo. A precipitacéo proteica foi efetuada com a adigdo de 55 pl de 3 M TCA
(&cido tricloroacetico) durante 15 min no gelo, com posterior centrifugacdo a 4°C durante
15 min a 12000 r.p.m. Com o objetivo de remover lipidos e membranas celulares, as
células foram lavadas com 300 pl de acetona e centrifugadas a 12000 r.p.m. durante 15
min a 4°C. Finalmente, as proteinas foram ressuspensas em 20 pl de 2% SDS com 0,1 M

NaOH e 20 pl de Laemmli Buffer, podendo ser armazenadas a -80°C.
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A quantificacdo proteica foi feita pelo metodo de Bradford utilizando um kit de
quantificacdo (Comassie brillant blue G solution (Fluka); Sigma-Aldrich). As proteinas
totais ligam-se ao corante azul de Coomassie (Coomassie brillant blue G solution). A
concentracdo proteica, analisada a uma absorvéncia de 595 nm, é determinada pelo

tracado da curva de calibracdo com a proteina BSA (Bradford, 1976).

Separacdo proteica por eletroforese e transferéncia

Na analise das proteinas extraidas utilizou-se um gel de poliacrilamida a 10%, num
aparelho de eletroforese vertical “Mini-Protean Il — Electrophoresis Cell” (BioRad). As
amostras foram fervidas durante 5 min a 99°C e carregadas no gel juntamente com o
marcador de massa molecular “PageRuler” Plus Prestained Protein Ladder”
(Invitrogen). A eletroforese realizou-se a 100 V durante aproximadamente 1 hora.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad) com
uma solucéo de transferéncia contendo 0,46% (p/v) Tris-base, 2,16% (p/v) glicina, 300 ml
metanol e 1200 ml de H,Oyp € uma corrente elétrica a 100 V, durante 2 horas a 4°C. A
eficiéncia da transferéncia foi controlada corando a membrana de nitrocelulose com a
solugédo de Ponceau S, sendo o corante removido com solucdo de tampéo fosfato (PBS;
phosphate buffered saline) contendo 8% (p/v) NaCl, 0,2% (p/v) KCI, 0,12% (p/v)
KH,PO4, 0,91% (p/v) Na;HPO,, pH 7,4.

Detecdo da proteina com anticorpos especificos

As membranas de nitrocelulose foram mergulhadas numa solugcdo de bloqueio
contendo 5% de leite em pd preparado em 1x TBS (6,06% (p/v) Tris-base, 8,79% (p/v)
NaCl) com 0,05% Tween-20), durante 2 horas com agitacdo suave a temperatura
ambiente. Para a detecdo da proteina VP1, a membrana foi incubada com o anticorpo
policlonal de coelho anti-HIS-tag (1:1000, MicroMol GmbH), e incubado durante
aproximadamente 12 horas a 4°C com agitacdo suave. A membrana foi depois lavada 3
vezes com TBS com 0,05% Tween-20 durante 5 min e 1 vez durante 15 min (com
agitacdo). Seguidamente procedeu-se a incubacdo da membrana durante 2 horas a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a uma
peroxidase de rébano (HRP, horseradish peroxidase) (1:5000; Santa Cruz

Biotechnology).
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Para quantificar a quantidade de proteina VP1, utilizou-se a proteina Pgkl para
normalizar a quantidade proteica total. Uma vez que a massa molecular da proteina é
bastante distante da proteina VVP1, procedemos apenas a lavagem da membrana com 1x
TBS-Tween-20 antes de uma nova incubagdo com o anticorpo anti-PGK (1:6000;
Molecular Probes), seguida de 1 hora de incubag¢do com o anticorpo secundario anti-rato
(conjugado com a HRP) (1:6000; Molecular Probes).

A detecéo realizou-se por quimiluminescéncia, depois da incubacdo da membrana 5
min com um substrato enzimatico quimiluminescéncia (Amersham ECL plus Western
Blotting detection System, GE Healthcare). A quimiluminescéncia é entdo detestada por
exposicdo a um filme fotografico.

A quantificacdo das bandas foi efetuada utilizando o programa Quantity One 1-D
Analysis Software (BioRad).

2.6. Purificacdo da proteina viral VP1

Crescimento da levedura e extracdo proteica total

O crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (W303 1A) foi realizado
durante 24 horas a 28°C, com agitacdo de 170 r.p.m. até uma DOgy de 0,5-0,6 num
volume final de 1800 ml. Posteriormente, a cultura foi recolhida e o peso humido da
cultura determinado. Para a digestdo da parede celular das células adicionou-se a enzima
Zimoliase (proporcado igual ao pellet) (Powilleit et al., 2007) na solucéo de tampéo fosfato
(50 mM fosfato de sddio, 5% glicerol) e 350 pl de 200 MM DTT (Bundy e Swartz, 2011).
Incubou-se durante 2 horas a 37°C com agitacdo. A mistura foi novamente centrifugada 3
min a 4000 r.p.m. e a lise das células foi completado por agitacdo com esferas de vidro
(0,4 mm de diametro) (proporgéo igual ao pellet) na presenca de uma solucdo de lise
composta por 50 mM NaH, PO, H,O, pH 8,0, 5% glicerol, ImM PMSF e inibidor de
proteases (Xia et al., 2007). A mistura foi agitada em vortex a velocidade maxima durante
5min, com um repouso em gelo de 5 min. Este processo foi repetido até a lise total das
células. A separacdo das esferas de vidro do lisado celular foi realizada com 25 ml
tampéo de lavagem (4 M ureia, 20 mM tampéo fosfato, 20 mM imidazole, pH 8,0) e
deixou-se em contacto com as proteinas durante 20 min no gelo. Centrifugou-se a 6000

r.p.m. durante 1 hora a 4°C, e recolheu-se o sobrenadante.
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Purificacdo da proteina VVP1 por cromatografia de afinidade

Como parte da estratégia de producdo da proteina VP1, esta foi expressa fundida
com um tag de histidinas o que nos permitiu utilizar a cromatografia de afinidade como
método de purificacdo proteica. Para o efeito utilizamos colunas comerciais de Ni®" -
Sepharose™ (GE Healthcare). O tag de 6HIS presente na proteina recombinante permite
uma elevada afinidade com o io Ni** (Kroll, 1993). Antes da utilizac&o, as colunas foram
lavadas com 3 ml de H,Oy, e equilibradas com 10 ml de tampéo de ligagao (6 M ureia, 20
mM tampéo fosfato, 20 mM imidazole, pH 8,0). As amostras foram mantidas em contacto
com os ides de Ni** durante 2 horas no frigorifico com agitacdo suave. A lavagem das
colunas, apos a ligacdo das proteinas é realizada por tampdes de lavagem com 40mM de
imidazole (6M ureia, 20mM tampédo fosfato, 40mM imidazole, pH 8,0), de modo a
remover as proteinas contaminantes. As proteinas com os tag de HIS, retidas nas colunas,
séo eluidas gradual e seletivamente através da passagem de um gradiente de concentracao
crescente de imidazole que compete com a proteina pela ligacdo ao ido Ni**. A eluicdo
ocorre com cerca de 3 ml de tampé&o de eluicdo (6 M ureia, 20 mM tampdo fosfato e
imidazole, pH 8,0). No sistema, o tampé&o de eluicdo foi composto por trés concentragdes
diferentes de imidazole (300 mM, 500 mM e 1 M) que foram aplicadas sucessivamente,
encontrando-se em contacto com a coluna 1 ml de cada vez, durante 15 mim, a 4°C. As

proteinas eluidas foram recolhidas e armazenadas a -20°C até analise por SDS-PAGE.

2.7. Andlise por SDS-PAGE

As proteinas eluidas foram corrida em gel SDS-PAGE, e seguidamente o gel foi
fixado com 15 ml de solu¢do de fixacdo contendo 50% (p/v) de etanol em &gua ultra pura
e 10% (p/v) de &cido acético, durante 1 hora a temperatura ambiente com agitagdo, sendo
no final a solugdo removida por aspiragdo. Seguidamente o gel foi mergulhado com 15 ml
de solucéo de lavagem contendo 50% (p/v) de metanol em &gua ultra pura e 10% (p/v) de
acido acético, com incubacgéo durante aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente
com agitacdo suave. No final, a solugdo foi removida por aspiragao.

Posteriormente, o gel foi mergulhado com 15 ml de azul Coomassie contendo 0,1%

(p/v) azul Coomassie, 20% (p/v) metanol e 10% (p/v) acido acético, e incubado durante 3
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horas a temperatura ambiente com agitacdo. Para descorar removeu-se a solucdo de
Coomassie por aspiracéo, e lavou-se o gel incubando com 15 ml da solucédo de lavagem a
temperatura ambiente com agitacdo moderada. Prosseguiu-se com a descoloragdo até as
bandas das proteinas serem visualizadas sem a coloragdo de fundo do gel.

2.8. Dialise

A amostra contendo a proteina recombinante foi dialisada de forma lenta, utilizando
membranas de dialise de celulose (H1, 18mm, 50cm, 5k MWCO, 5um) (Roth). Assim, as
membranas foram cortadas e lavadas com agua ultra pura durante 10 min (até remocéo
completa do preservante). Seguidamente, a uma das extremidades fechada foi adicionada
a solucdo contendo a proteina VP1 purificada tendo-se depois fechado a outra
extremidade da membrana. A membrana foi mergulhada com 75 ml de tampéo de dialise
(1x PBS com ureia), o qual foi, por sua vez, colocado num agitador e incubado durante
aproximadamente 12 horas a 4°C. Substituiu-se o tampao vérias vezes com concentracoes
decrescentes de ureia (6 M, 4 M, 2 M e 0 M) para permitir uma renaturacao gradual. Por
fim, removeu-se a amostra e a proteina foi quantificada pelo método de Bradford

(descrito anteriormente).

2.9. ELISA das VP1 produzidas em levedura

Nos ensaios de ELISA, a proteina recombinante VVP1 foi utilizada como antigénio
numa suspensdo com 5ug/ml de VLP’s em tampéao de revestimento. A cada pogo das
microplacas de polietileno de 96 pocos (Nunc-Immuno™ Plate PolySorp™ Surface,
NUNC™ Brand Products) foram adicionados 50 pl da suspensdo de VLP’s diluidas em
50 pl de tampdo carbonato bicarbonato a pH 9,6 (0.05 M de Na,CO3 e NaHCO3, em
H,Oup) e incubadas durante aproximadamente 12 horas a 4°C. Seguidamente, a placa foi
lavada 3 vezes com aproximadamente 200 pl por pogo de 1x PBS acertado a pH 7,4 com
0,005% Tween-20 (PBS/Tween 0,005%). Adicionou-se 200 pl de solucéo de bloqueio a
cada pogco e incubaram-se durante 2 horas a 37°C de modo a eliminar ligagOes

inespecificas que poderiam resultar em falsos positivos.
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Posteriormente, a placa foi lavada novamente 3 vezes com PBS/Tween 0,005%. A
cada poco foi adicionada 50 pl da diluicdo do soro (1:100) e solucdo de bloqueio. A placa
de ELISA foi coberta e incubada durante 1 hora a 37°C. Procedeu-se a lavagem da placa
durante 3 vezes com PBS/Tween 0,005%. Seguidamente, a cada pog¢o da placa
adicionaram-se 50 pl de anticorpo anti-céo conjugado com a HRP (1:6400; Kirkegaard &
Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, USA) preparado em solucdo de blogueio (5% de
leite em PBS/Tween 0,005%). As placas foram cobertas e novamente incubadas durante 1
hora a 37°C. Apds lavagem com PBS/Tween 0,005%, adicionou-se 100 pl do substrato
TMB por poco e incubou-se a placa durante 10 min a temperatura ambiente em local
escuro. A reacdo foi terminada com a adicao de 100 pl por pogo da solucdo de paragem e

a leitura efetuada em espectrofotdbmetro a comprimento de onda 450 nm.
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CAPITULO III

Resultados
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3.1. Construcdo do vetor de expressdo da proteina da céapside
(PAG426GAL-VP1)

A construcdo do vetor de expressdo pAG426GAL-VP1 foi feita utilizando o sistema
de clonagem direcional da Gateway. Este € um sistema que usa a recombinacdo entre
duas sequéncias (sequéncias att adaptadas do fago lambda) para inserir um gene num
vetor em vez de usar enzimas de restricdo e ligase. Este sistema € composto por duas
reacOes. A primeira reacdo, a reacdo BP medeia a insercdo de um produto de PCR
contendo o gene de interesse flanqueado pelas sequéncias attB no vetor pDONR222,
criando o designado vetor de entrada.

3.1.1. Construcao do vetor de entrada (pDONR222-VP1)

Amplificacdo do gene VP1 (NoV) flangueado pelos locais de recombinacdo attB

Os primers desenhados neste trabalho tiveram como objetivo a insercdo dos locais
de recombinacdo attB a flanquear o gene VP1 do NoV canino, assim como permitir a
insercdo da cauda de 6HIS. A cauda de 6HIS foi acrescentada a extremidade terminal C’
uma vez que a regido terminal N” da VP1 € uma regido critica na formacao espontanea da
capside (Bertolotti-Ciarlet et al.,, 2002). Adicionalmente, com este procedimento
pretendemos minimizar o risco de perturbacdo da conformacdo nativa da proteina. A
adicdo do tag de 6HIS permite ndo apenas a purificacdo num Unico passo da proteina VP1
por IMAC (Nilsson et al., 1997), mas também facilitar a quantificacdo e detecdo da
proteina recombinante por Western Blot utilizando um dos varios anticorpos comerciais
disponiveis para a sequéncia de HIS.

Os primers desenhados continham entre 57 a 70 pb e uma elevada percentagem de
G e C, tornando dificil a desnaturacdo das cadeias duplas e por isso a reacdo de PCR
necessitou de ser otimizada. Testaram-se assim diferentes concentragdes de magnésio,
dNTP’s e temperaturas de emparelnamento dos primers e diferentes temperaturas de
extensdo do DNA (resultados ndo apresentados). As concentragdes elevadas de dNTP’s e
0 id0 magnésio, afetam a especificidade dos primers, podendo estes formar dimeros de
primers ou afetar as temperaturas de desnaturacdo do DNA (Rea e Fulop, 2006). A

utilizacdo de um agente desnaturante, como o glicerol, formamida ou dimetilsulfoxido
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(DMSO) aumenta a especificidade da reacao facilitando a desnaturacdo da cadeia dupla
do DNA (Rea e Fulop, 2006). A adicdo de 10% de DMSO revelou-se essencial a
amplificacdo do gene que codifica a proteina VP1 (Figura 4).

A amplificagdo do gene VP1 apresentou uma massa molecular de 1744 pb (figura 4,
poco 4). A amplificacdo de uma porc¢édo da proteina VP1 (275 pb) com primers distintos

(figura 4, poco 2) foi utilizada como controlo positivo para a reacdo de PCR.

1744 bp

Figura 4. Visualizagdo em gel de agarose 0,8% dos produtos de amplificacdo do PCR (gene
VP1 flanqueado pelos locais attB). (1) Marcador de peso molecular Tracklt™ 1 Kb Plus DNA
Ladder, (2) controlo do PCR (amplificacdo de porcdo do gene VP1) com o tamanho de 275
pb, (3) Amplificacdo do gene VP1 na auséncia, (4) ou presenca de 10% DMSO.

Em cada etapa de caracterizacdo foi necessaria uma subclonagem em vetores, que
conferiram propriedades funcionais ao segmento clonado. Neste processo, € realizada
apenas uma subclonagem, no plasmideo pDONR™222. Esta clonagem é baseada na
recombinacdo do fago lambda, uma técnica altamente eficiente e rapida.

A clonagem foi realizada em duas reacgdes: a attB+attP — attL+attR mediada pelas
enzimas Int e IHF (Figura 5) e a reacdo attL+attR— attB+attP mediada pelas enzimas
Int, IHF e Xis. Assim, a direccionalidade das reacdes é controlada através de diferentes
combinacbes de proteinas e locais de recombinacdo. A reacdo BP é uma reacdo de
recombinacdo entre o produto de PCR flanqueado pelos locais de recombinagdo attB
(attB; e attB;) e o plasmideo pDONR™ (vetor dador) que contem os locais de
recombinacéo attP (attP; e attP,) (Figura 5) (Invitrogen; Hartley et al., 2000). Na reagéo
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ocorre recombinacdo de attB; com attP; mas ndo com o attP,, mantendo assim a
orientacdo de leitura durante a recombinacéo das sequéncias de DNA.

Os locais de recombinacéo attB contém aproximadamente 25 pb e 4 coddes de G,
no final de 5’ do produto de PCR, foram clonados no vetor pDONR por reconhecimento
dos locais attP, na presenca da enzima clonase BP (Int e IHF), originando clones de
entrada constituidos por attL;-pDONR + produto de PCR-attL,. Seguidamente, as células
de E. coli DH5a foram transformadas e inoculadas em meio de LB agar na presenca do
antibiotico para o crescimento das coldnias (selecdo em que gene ccdB foi substituido

pelo produto de PCR de interesse) (Figura 5).

25pb 25pb
attB+ produto de PCR IJI}
ccdB

Vector pDONR 222

Enzima BP canamicina
clonase

ccdB
attR1 u attR2

=Y

Clone de entrada

canamicina ﬂ
@ Transformacao E.coli

Figura 5. Reaccéo de clonagem BP. O gene VP1 ¢ integrado no vetor pDONR222 criando o

designado vetor de entrada. Células de E. coli contendo o vetor de entrada sdo capazes de
crescer em meio contendo o antibiético canamicina enquanto bactérias que incorporaram o
vetor pDONR222 ndo crescem devido a presenca do gene ccdB (adaptado do manual da

Gateway).

A identificacdo dos clones recombinantes foi realizada pela analise do padrdo de
restricdo em gel de agarose. Deste modo, o0 DNA foi digerido com a enzima Aflll (Figura
6).
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Figura 6. Analise do padrdo de restricdo do vetor de entrada (pDONR222 + VP1). O
DNA plasmidico extraido de dois clones foi digerido com a enzima de restricao AflllI. (1)
Marcador de peso molecular; (2) plasmideo vazio pPDONR222 (controlo negativo); (3,4)

clones positivos.

O plasmideo pDONR222 apresenta um tamanho total de 4718 pb, e é cortado duas
vezes pela enzima de restricdo Aflll. A insercdo do gene VP1 neste plasmideo (com a
correspondente saida do gene ccdB, de maior tamanho que o gene VP1) leva a que a
banda que no vetor vazio corresponde a 4510 pb (Figura 6, poco 2) passe a exibir um
menor tamanho correspondendo a 4165 pb (Figura 6, pogo 3 e 4). A enzima de restrigéo
AflI1 ndo possui locais de corte no gene VP1 (anexo 1).

3.1.2. Construcéo do vetor de expressdo (pAG426GAL-VP1)

Recombinacdo entre os sitios attL e attR (reacdo LR)

A enzima clonase LR do sistema de clonagem da Gateway é constituida pelas
enzimas Int (Integrase), IHF (Integration Host Factor) e Xis (Excisionase), enzimas que
catalisam recombinacdo in vitro entre um vetor de entrada (attL;-pDONR-VP1-attL,) e o
vetor de destino (attR;-ccdB-attR,), gerando o vetor de expressdo. A recombinacdo do
DNA ocorre nos locais de recombinacdo attL do vetor de entrada. O vetor de destino
utilizado, pAG426GAL faz parte de uma colecdo de vetores de levedura com base no
plasmideo pRS, que se encontram preparados (com as sequéncias attR) para uso pelo
método de clonagem da Gateway (Alberti et al., 2007). A reagdo ocorreu com a ajuda da
enzima clonase LR, originando clones preparados para expressar 0 gene VP1.

Seguidamente, as células de E. coli DHS5a foram transformadas e inoculadas em meio de
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LB agar na presenca do antibiotico (ampicilina), para o crescimento das colonias (selecao

em que gene ccdB foi substituido pelo gene VP1) (Figura 7).

PDONR+VP1

canamicina Vector de destino

DAG2426GAL

Enzima LR amoicilina

clonase

ccdB

DAG2426GAL+VP1

ampicilina

Transformacao E.coli

Figura 7. Reacdo de clonagem LR. Plasmideo pAG426GAL resistente ao antibiotico
ampicilina, permite a insercdo do gene VP1 e forma o vetor de expresséo (adaptado do

manual da Gateway).

O reconhecimento dos clones recombinantes corretos foi feito pela analise dos

clones recombinantes em gel de agarose depois da incubagdo com a enzima de restricao

Accl (Figura 8).
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Figura 8. Andlise por padréo de restricdo dos clones de expressdo (426+VP1) em gel
de agarose 0,8%. As amostras de DNA foram digeridas com a enzima de restrigdo Accl.
(1) Marcador de massa molecular Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder; plasmideo vazio
pAG2426GAL,; (3,4,5) amostras de DNA com a inser¢do do gene VP1.

O plasmideo pAG2426GAL apresenta um tamanho total de 8126 pb (anexo 2),
sendo cortado quatro vezes pela enzima de restricdo Accl. A inser¢do do gene VP1 neste
plasmideo leva a que a banda, que no vetor vazio corresponde a 6590 pb (Figura 8, po¢o
2), passe a exibir um menor tamanho correspondendo a 6245 pb (Figura 8, poco 3 4 e 5).

A enzima de restri¢cdo Accl ndo possui locais de corte no gene VP1 (anexo 2).

3.2. Analise da expressdo da proteina da capside (VP1) na levedura e
otimizacéo das condicOes de crescimento

3.2.1. Expressdo da proteina VP1 na levedura

A analise da expresséo da proteina VVP1 foi realizada em extratos proteicos obtidos
a partir das células transformadas (pAG426GAL e pAG426GAL-VP1) utilizando o tag de
6HIS reconhecido pelo anticorpo anti-HIS pela técnica de Western Blot. Verificamos a
expressdo proteina VP1 nas diferentes estirpes de S. cerevisiae (W303 1A, By4341 e
CG379) testadas para identificar a melhor estirpe produtora. Como controlo da
quantidade proteica carregada no gel recorreu-se a detecdo da proteina Pgklp (Figura 9).
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63KDa Anti-HIS

44,7 KDa Anti-Pgklp

Figura 9. Expressdo da proteina VP1 (fundida no terminal C° um tag de 6HIS).
Confirmacéo por Western Blot, para trés estirpes diferentes da levedura S. cerevisiae: (1)
W303 1A, (2) By4743, (3) CG379; a proteina Pgklp foi utilizada como controlo da
guantidade proteica carregada no gel.

A partir destes resultados, pudemos confirmar que a expressao da proteina VP1 na
levedura, continha uma massa molecular de aproximadamente de 63 kDa. Como
esperado, a proteina Pgklp utilizada como controlo da quantidade proteica carregada no
gel, apresentou a massa molecular de 44,7 kDa.

A quantificacdo da proteina em comparacdo com a Pgklp permitiu-nos concluir
que a estirpe W303 1A seria aquela que expressava uma maior quantidade de proteina
VP1 (com aproximadamente 59,5%), seguindo-se a estirpe By4341 (com
aproximadamente 48,5%) e, por ultimo, a estirpe CG379 (com aproximadamente
34,30%). Com base nestes resultados escolheu-se a estirpe W303 1A como sendo a

melhor produtora da proteina recombinante VP1.

3.2.2. Otimizacgao das condicdes de crescimento

Avaliamos alguns fatores que poderiam interferir com a expressdo da proteina
recombinante VP1 pela levedura e, deste modo, testdmos a expressdo proteica a diferentes
temperaturas (26°C, 28°C e 30°C), diferentes fases de crescimento (DOggo de 2; 1; 0,75;
0,5) e diferentes composicdes do meio de cultura (0,5% galactose + 1,5% glucose; 2%
galactose + 1% rafinose; 2% galactose) (Figura 10). Como controlo da quantidade

proteica carregada no gel recorreu-se a analise da expressao da proteina Pgklp.
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63 KDa Anti-HIS

44,7 KDa Anti-Pgk 1p

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 10. Expressdo da proteina VP1 (fundida no terminal C° com o tag 6HIS).
Confirmagdo por Western Blot, para diferentes deODgoo: (1) 2; (2) 1; (3) 0,75; (4) 0,5 a

30°C; (5) 28°C; (6) 26°C; (7) meio de cultura sem rafinose; (8) meio de cultura composto

por 1,5% glucose + 0,5% galactose; (9) vetor vazio (controlo negativo). O vetor vazio foi

utilizado como controlo negativo.

A maior expressao da proteina VP1 ocorreu com o crescimento das culturas a 28°C
(43,3%), seguindo-se as que cresceram a 30°C (40,8%), apresentando uma menor

expressao proteica as culturas que cresceram em meios sem rafinose.

3.3. Purificacéo da proteina VP1 utilizando colunas de afinidade

3.3.1. Escolha do método de purificacio

A técnica utilizada para a purificacdo da proteina viral foi a IMAC. As amostras
foram submetidas a SDS-PAGE 10% e coradas com azul de Coomassie (Figura 11A). As
mesmas amostras foram analisadas por Western Blot usando o anticorpo-anti-HIS (Figura
11B).
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Figura 11. Otimizac&o das condigdes de purificagdo da proteina viral VP1. A purificacdo da
proteina VVP1 foi realizada em condicdes nativas e em condic¢Oes desnaturantes (6 M de ureia).
A influéncia do pH da solucéo de eluicdo também foi testada. (1) Extrato proteico contendo
as proteinas eluidas com 20 mM imidazole; (2) Extrato proteico obtido apds eluicdo com 500
mM de imidazole; (3) Extrato proteico obtido apos eluicdo com 500 mM de imidazole a pH
4,8; (4) Extrato proteico obtido apds eluicdo com 500 mM de imidazole concentrado 10 vezes
(precipitagdo com TCA) (A) Marcacdo da proteina total em gel de poliacrilamida (corado
com azul de Coomassie) e (B) Visualizacdo da proteina VP1 por Western Blot (anticorpo
anti-6HIS).

Uma vez que ndo conseguimos recuperar a proteina em quantidades significativas
(apenas visivel por Western Blot e quando concentrada por precipitacdo com TCA),
colocamos a hipotese de que na sua estrutura nativa o tag de histidina se pode encontrar
escondido no interior da proteina VP1 e, desta forma, inacessivel para se ligar a coluna e
permitir a sua retencdo. Para avaliar esta hip6tese procedemos a purificacdo da proteina
em condicOes desnaturantes utilizando como detergente ndo idnico, a ureia (Figura 11).
Verificamos que a purificacdo em condigdes desnaturantes aumentou significativamente a
ligacdo da proteina VP1 a coluna (Figura 11, comparar poco 4 nativa e desnaturada).
Testamos, ainda, a minima concentracdo de ureia (2, 4 e 6 M), para a ligacdo da proteina
a coluna de forma a causar a menor desnaturacdo possivel na proteina, concluindo que a
proteina VP1 com as concentragdes 2 e 4 M de ureia ainda ndo se ligava em quantidade
suficiente (resultados ndo apresentados).

Uma vez que na visualizagdo por coloracdo de Commassie, a quantidade da
proteina total em gel ainda ndo era significativa fomos verificar se estariam a ocorrer
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perdas da proteina VP1 aquando da lavagem com a solucdo de 20 mM imidazole. O
imidazole compete com a ligacdo das proteinas ricas em histidina ao niquel e baixas
concentragdes sdo utilizadas para remover ligacdes a proteinas enddgenas, ligacdes que
serdo na sua maioria mais fracas do que a ligacdo ao tag de 6 histidinas, contudo, por
vezes também pode levar a perdas na proteina que se pretende purificar. No entanto,
verificamos ndo ser este o caso (Figura 11, poco 1). Por vezes, também podem ocorrer
perdas de proteina por uma eluicéo ineficiente. A forca de ligacdo entre as proteinas e o
metal ¢é afetada principalmente pelo ido metalico utilizado e pelo pH do tampdo. Assim,
experimentamos reduzir o pH do tampéo de eluicdo de 8,0 para 4,8, ja que a ligacdo
6tima em proteinas com residuos de histidina com o ido Ni** varia entre os 6,0 e 8,0
(Gaberc-Porekar e Menart, 2001) conseguindo-se por vezes melhorar a eluicdo da
proteina recorrendo ao decréscimo do pH. Os resultados demonstraram que a diminuicdo
do pH ndo melhorou a eluicdo da proteina VP1 da coluna (Figura 11, comparacdo dos
pocos 2 e 3).

Para avaliar a especificidade das bandas obtidas comparamos a estirpe a expressar a
proteina VP1 (transformada com o pGAL426-VP1) com a estirpe transformada apenas
com o vetor vazio (pGAL426-VP1). Ambas as culturas foram crescidas e procedeu-se a
purificacdo proteica de forma idéntica. Confirmamos a auséncia de banda correspondente
a VP1 para a levedura controlo. No gel SDS-PAGE, as amostras, depois de purificadas,
apresentavam duas bandas muito intensas visiveis no gel de SDS-PAGE com um tamanho
inferior ao da proteina de interesse (VP1). Estas bandas também surgem na cultura
transformada apenas com o vetor vazio. Concluimos, assim, serem proteinas enddgenas

com afinidade para o niquel (Figura 12A, comparacgdo dos pocos 4 e 5).
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Figura 12. Comparacdo da cultura que expressa a proteina da capside VP1 com a
cultura que expressa apenas o0 vetor vazio (controlo negativo). (1) Extracto proteico
total para a cultura transformada com o plasmideo vazio P426GAL; (2) Extracto
proteico total para a cultura transformada com o plasmideo P426GAL-VP1; (3)
Extracto proteico purificado para a cultura transformada com o plasmideo vazio
P426GAL; (4) para a cultura transformada com o plasmideo P426GAL-VP1. (A)
Marcacgéo da proteina total em gel de poliacrilamida (corado com azul de Coomassie) e

(B) Visualizag&o da proteina VP1 por Western Blot (anticorpo anti-HIS).

Por analise do Western Blot (Figura 12B) verificamos que existem algumas bandas
com um peso molecular inferior ao esperado para a VP1 que se tratardo, provavelmente,
de produtos de degradacdo. Os cuidados com a manutencdo da cultura arrefecida durante
0 processo de extracdo proteica, ou 0 aumento da concentragdo de proteases ndo foram
suficientes para resolver o problema.

A eluicdo da proteina VVP1 é realizada por um aumento de gradiente entre 300 mM,
500 mM e 1 M de imidazole. A purificacdo da proteina da cépside (VP1) aparece numa
banda muito ténua (Figura 12A). Desta forma, apesar do processo de purificacdo se
revelar eficiente, o ensaio teve de ser otimizado quanto ao numero de células (Figura
12A). A proteina VP1 ndo € expressa no vetor vazio (Figura 12B). A proteina VP1 é
encontrada em maior concentracdo depois da purificagdo (Figura 12B, comparacdo dos
pocos 2 e 4).

A levedura S. cerevisiae possui varias proteases, especialmente a nivel vacuolar,
sendo uma das principais proteases a proteina pep4. Estirpes de S. cerevisiae
interrompidas no gene PEP4 sdo frequentemente utilizadas na producdo de proteinas
heter6logas uma vez que esta interrupcdo diminui significativamente a degradacédo

proteica durante a recuperacao celular (Marques et al., 2006).
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A expressdo da proteina VP1 na estripe pep4A foi comparada com a expressdo da

proteina na estirpe selvagem (Figura 13).

A

Figura 13. Comparacdo da expressdo da proteina da capside VP1 na estirpe selvagem e
interrompida para o gene Pep4 (pep4A). (1) Extracto proteico total para a estirpe selvagem;
(2) Extracto proteico total para a estirpe pep4A; (3) Extracto proteico purificado para a estirpe
selvagem; (4) Extracto proteico total para a estirpe pep4A. (A) Marcagdo de proteina total em
gel de poliacrilamida (corado com azul de Coomassie) e (B) Visualizagdo da proteina VP1

por Western Blot (anticorpo anti-HIS).

Os resultados demonstram que a degradacdo da proteina VP1 em ambas as estirpes
(selvagem e pep4A) foi sensivelmente a mesma (Figura 13B). Desta forma, podemos
concluir que a remocdo do gene PEP4 também néo se revelou eficiente para minorar a

degradacéo da proteina.

3.3.2. Didlise

A desnaturacdo da proteina VP1 com a adicdo de ureia levou a perda da
conformacdo nativa. Uma vez que a antigenicidade da proteina podera ser dependente da
sua estrutura tridimensional, procedemos a remocao da ureia através de dialise. Assim,
realizamos a separagdo da proteina de interesse (com uma massa molecular
aproximadamente de 63 kDa) da ureia (300 Da), utilizando membranas semipermeaveis,
isto €, membranas impermeaveis a moléculas grandes mas permedaveis a ides e moléculas
pequenas como agua.

A deslocacdo das moléculas depende do diferencial de concentracdo entre as duas

solucBes dos lados opostos da membrana. A méxima eficiéncia ocorre quando na
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membrana 0s poros estdo uniformemente distribuidos e a diferenga nas concentragdes €
grande.

A escolha das membranas de didlise pode variar entre Cellulose Ester (CE),
Regenerated Cellulose (RC) e Polyvinylidene difluoride (PVDF). Entre elas varia o
material em dialise, o pH, o solvente permitido e 0o MWCO (Molecular Weight Cut Off).
Os parametros como pH, forca ionica ou solventes ndo aquosos podem causar um desvio
no MWCO (Ahmed et al., 1980).

Na escolha da melhor membrana de dialise devemos ter em conta que o minimo
MWCO deve ser 2x maior que o peso molecular das maiores micromoléculas que
deverdo atravessar a membrana, e que, no minimo, devera ser 2x menor do que 0 menor
peso molecular das macromoléculas que deverdo ser retidas pela membrana.

As amostras da proteina recombinante VP1 foram dialisadas utilizando membranas
de celulose (H1, 18 mm, 50 cm, 5 kDa MWCO, 5 um) (Roth).

3.4. Implementacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) com as VP1

produzida em levedura

O ensaio imunoenzimético (ELISA) confirma capacidade da proteina VP1
produzida em levedura formar VLP’s. Para isso foram utilizados diferentes soros caninos
(32, F2, F27, F42 e F46) que tinham sido previamente avaliados em termos de reatividade
para 0 NoV utilizando VLP’s produzidas no sistema de inseto (infecdo por baculovirus)
(Belliot et al., 2001). A reatividade do ensaio imunoenzimatico teve com objetivo a

confirmacdo da antigenicidade das proteinas VP1 produzidas na levedura.
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Tabela 4. Especificidade dos soros caninos e proteina VP1 do norovirus obtido em levedura e em inseto

(baculovirus).

Sistema de producéo da VP1

Inseto Levedura
VLP’s~(VP1_ VP1 desnaturada VP1 conf_ormagéo
conformagdo nativa) nativa
Soros Reatividade Reatividade
Pocosndo | dossoros P0ocos nio Pocos ndo | dossoros
Pogos . Pocos . Pocos .
. revestidos . revestidos . revestidos
revestidos revestidos revestidos
(branco) (branco) (branco)

32 0,14 0,0745 - 0,119 0,148 0,113 0,113 -

F2 0,686 0,104 + 0,636 0,199 0,322 0,197 +
F27 0,11 0,072 - 0,177 0,124 0,145 0,123 -
F42 | 0,337 0,113 + 0,367 0,177 0,262 0,183 +
F46 | 0,592 0,145 + 0,258 0,144 0,224 0,157 +

Os valores apresentados na tabela 4, correspondem a densidade Otica, ao
comprimento de onde de 450 nm, apds o ensaio imunoenzimatico. Os soros (32, F2, F27,
F42 e FA46 previamente avaliados em termos de reatividade para o NoV canino) usando
VP1 produzida em levedura (condi¢des nativas e desnaturantes) e purificada por IMAC.
Como controlo positivo utilizaram-se VLP’s produzidas no sistema de inseto (infegdo por
baculovirus) (Belliot et al., 2001).

Pela andlise dos resultados verificamos ndo existirem diferencas significativas na
reacdo imunoenzimatica (ELISA) entre a proteina obtido no sistema de inseto e a proteina
obtida no sistema de levedura. O mesmo ocorreu quando se compararam os resultados das
proteinas obtidas na levedura em condigdes desnaturantes ou com conformacéo nativa.
Estes resultados comprovam que a desnaturagdo da proteina ndo interfere com a
antigenicidade, sendo de ressalvar que com alguns soros os resultados obtidos com a
proteina desnaturada foram inclusive melhores. A reatividade dos soros foi determinada
quando a absorvéncias das VLP’s revestidas se encontrava acima do limite definido da
absorvéncia do controlo negativo (pogos sem VLP’s) (Widdowson et al., 2005).

A reatividade antigénica da proteina VP1 produzida em levedura também
demonstrou que a introducdo de caudas de histidina néo altera as propriedades bioldgicas
da proteina.
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O uso crescente de proteinas recombinantes como antigénios em vacinas ou testes
de diagnostico tem-se revelado uma alternativa aos testes e terapias tradicionais. A vacina
da hepatite B foi a primeira vacina de sucesso produzida com VLP’s recombinantes
(Mayhoney, 1999). O uso destas proteinas recombinantes apresenta a grande vantagem de
substituirem as preparacdes tradicionais com agentes patogénicos, uma vez que permitem
uma resposta imunoldgica semelhante a este. Estes novos métodos sdo extremamente
importantes no caso dos virus, visto que um preparado viral acarreta grandes custos na
inativacdo e atenuacéo, além dos riscos associados a multiplicagdo dos virus infecciosos
em culturas de célulares ou modelos animais (Marx et al., 2001).

A expressdo de proteinas virais em levedura tem aumentado nos ultimos anos
devido as vantagens apresentadas por este sistema, sendo menos dispendioso do que o
sistema de expressdo em células de mamiferos e insetos (Valenzuela et al., 1982). Além
disso, a possibilidade de crescimento em larga escala, a baixa probabilidade de
contaminagdo com toxinas ou virus infecciosos em comparacdo com as bactérias e 0s
sistemas de expressdo em mamiferos (Franke et al., 1997; Hemmings, 1997) tornam a
levedura um sistema promissor.

A descoberta de um novo norovirus canino no norte de Portugal e o potencial risco
de transferéncia zoondtica motivaram a investigacdo da epidemologia deste virus. Uma
vez que este é um novo virus, ainda ndo existem disponiveis testes comerciais para a sua
detecdo. Na presente tese pretendeu-se implementar um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
gue permitisse avaliar a resposta seroldgica no humano contra este novo virus. Para tal foi
necessaria uma quantidade significativa da proteina viral da capside (VP1) de modo a
serem utilizadas como antigénios. Assim, procedeu-se a clonagem e expressdo da
proteina VP1 do norovirus canino no sistema de levedura S. cerevisiae e implementou-se
um método de purificacdo baseado na fusdo de um tag de histidinas com a proteina de
interesse. Os principais passos seguidos para a producdo e purificacdo da proteina VP1-

6HIS neste trabalho encontram-se representados esquematicamente na Figura 14.
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Figura 14. Imagem ilustrativa dos principais passos do processo de producéo da proteina
recombinante (VP1) a partir de células de levedura. O primeiro passo foi a clonagem da
proteina de interesse fundida com uma cauda de 6 histidinas num vetor de expressdo de
levedura (contendo o promotor GAL). Seguidamente a levedura foi transformada e os clones
positivos foram identificados por crescimento em meio selectivo. Os clones selecionados
foram cultivados e a expresséo da proteina VP1 foi induzida por adi¢do de galactose ao meio
de cultura. A expressdo da proteina recombinante na levedura foi confirmada por analise de
Western Blot utilizando um anticorpo para o tag de histidinas. As proteinas totais foram
extraidas e a proteina VP1 foi purificada usando colunas em condi¢es desnaturantes (ureia),
usando cromatografia de afinidade (para o tag de histidinas). Quando necessario, procedeu-se
a remocdo do agente desnaturante por dialise. O processo foi concluido ap6s a determinacao

do grau de pureza da proteina por SDS-PAGE e coloracdo com azul de Coomassie.
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A purificacdo das VLP’s pode ser feita por varios métodos (Loberg et al., 2002;
Slee et al., 1999), sendo a ultracentrifugacdo do extrato proteico em gradiente de sacarose
0 mais utilizado. Esta purificacdo tradicional é, no entanto, muito demorada, necessitando
de uma elevada quantidade de amostra e apenas permitindo a recuperacdo de uma
quantidade pequena de proteina. Assim, 0 uso da cromatografia de afinidade tem
adquirido uma importancia crescente devido a permitir um maior rendimento e néo
interferir nas propriedades da proteina recombinante (Zolotukhin et al., 1999; Anderson
et al., 2000). A insercdo de tags, como o de histidina, pode auxiliar com sucesso a
producdo das proteinas recombinantes e foi demonstrado que ndo interferem na
conformacdo das VLP’s recombinantes (Wigdorovitz et al., 1999). Por exemplo, no
estudo da expressao da proteina VP2 de baculovirus B19 foi inserida a proteina de fusao
fluorescente (GFP) no terminal N” (Gilbert et al., 2004) ou tags de polihistidina nas
proteinas VP2 e VP1 da B19 (Michel, 2008), verificando-se que estes nao afetavam a
conformacéo das VLP’s recombinantes (Cheng et al., 2001). Assim, de modo a obtermos
um melhor rendimento na purificagdo proteica inserimos um tag de 6HIS no terminal C”
do gene que codifica a proteina da capside (VP1) do NoV canino e utilizamos o método
da cromatografia de afinidade.

As protefnas com tags de HIS, contém uma elevada afinidade para o ido Ni**, mas
pode ser utilizada uma elevada variedade de ides, como o Co®*, Cu®*, Ca** e Fe*', e assim
diminuir as ligacOes de outras proteinas celulares. Tal como descrito, verificamos que a
inclusdo do reagente imidazole nas amostras e nos tampdes, em baixas concentracdes,
minimiza as ligacdes inespecificas de proteinas da célula hospedeira, aumentando o grau
de pureza do produto final. No entanto, em concentra¢des elevadas compete com o tag de
6HIS da proteina podendo diminuir o rendimento da proteina. A concentracdo ideal de
imidazole na solucdo de lavagem varia assim com as propriedades da proteina. Neste
trabalho utilizdmos uma concentracdo de 20 mM para a lavagem. Neste trabalho
demonstramos que a purificacdo da proteina da cépside (VP1) pela ligacdo do tag de
6HIS foi eficiente e rapida, evitando demoradas etapas de centrifugacéo

Adicionalmente, neste trabalho, a purificagdo da proteina VP1 com o tag de
histidina foi feita em condicGes desnaturantes com a concentragdo de ureia de 6 M.
Verificamos, assim, que a inclusdo de ureia nos extratos proteicos e nos tampdes de
eluicdo, melhoravam a solubilizacdo das proteinas e a especificidade de ligacdo ao ido
Ni?*. Nos testes de ELISA verificamos ainda que esta néo afetava a atividade antigénica

da proteina VP1 e que os tags de HIS ndo interferiam com a formagdo da cépside
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proteica, ndo se verificando alteracbes nas propriedades antigénicas comparativamente
com as VLP’s produzidas no sistema de inseto.

Neste trabalho demonstramos que com sistema da levedura é possivel obter um
rendimento proteico elevado e a um custo reduzido quando comparado com outros
sistemas de expressdo da proteina viral VP1. O rendimento de purificacdo por
cromatografia de afinidade da proteina da capside VP1, neste estudo, foi de 1,38 mg/g de
peso humido de levedura. O rendimento de purificacdo de proteinas de algumas estirpes
de norovirus tem sido, até agora, baixo (Han et al., 2005). Por exemplo, o estudo
realizado por Belliot e colaboradores, descrevendo a produgdo de VLP’s recombinantes
em baculovirus, apresentaram um rendimento de 0,4 mg a partir de 500 ml de meio de
cultura (Belliot et al., 2001).

O teste de imunoenzimatico (ELISA) realizado neste estudo com a proteina
VP1lexpressa no sistema da levedura S. cerevisiae mostrou uma reactividade antigénica
semelhante a observada com as VLP’s produzidas em inseto. Adicionalmente, neste
ensaio observamos que a proteina da capside (VP1) em condi¢bes desnaturantes
demonstrou uma reatividade antigénica semelhante & das VLP’s em condic¢des nativas. De
facto, ja outros estudos utilizando proteinas da capside viral desnaturadas, reportaram que
estas retiveram a atividade antigénica das VLP’s (Fleury et al., 1999; Widdowson et al.,
2005). Isto poderd ser uma vantagem em termos de producdo proteica uma vez que
permite eliminar o passo da dialise. No entanto, podera ser Util verificar por microscopia
eletronica se com 0 nosso sistema a proteina VP1 efetivamente forma VLP’s (apds a
dialise) uma vez que em possiveis aplicacdes tais como vacinas € importante a

manutencdo desta estrutura.
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Anexo 1

BsrG | BsrG | BsrG |

FM'ard I Hr.-nz.
I DiNia EEI:E E"-."E-F'.-T-E]

Comments for pDONR™222
4718 nucleotides

rmB T2 transcription temination sequence: bases 58-85 (o)
rmiB T1 transcripticn termination seguence: bases 217-260 {c)
F13 Forward (-20) priming site: bases 327-342

afif1: bases 360-591

Bsris | restriction sites: bases 442 1232, 2689

codbB gene: bases 987-1292 (o)

Chloramphenicol resistance gene: bases 1612-2295 (c)
afiP2: bases 2543-2774 (c)

13 Reverse priming site: bases 2816-2832

Kanamycin resistance gene: bases 2899-3714 (c)

plC origin: bases 40454718

(c) = complementary strand

Vetor do sistema da Gateway™ (pDONR™ 222), com o uso da enzima
topoisomerase para a ligacdo do produto de PCR, em substituicdo de uma enzima de
restricdo e uma ligase na formacao do vetor de entrada. De notar a presenca dos sitios de
recombinacdo attP1 e attP2, que se recombinam com os sitios attB1 e attB2 presentes no

gene amplificado por PCR (adaptado da Invitrogen http://www.invitrogen.com/site/us/en/nome/

Global/molecular-biology-cell-biology-applications.ntml).  Este  vetor participa na reagao

denominada BP. Gene com resisténcia a canamicina.
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Anexo 2

pGEX_3_primer FRT
URAR3_promoter 2mlcronZ_orlgln
NdeI 7794
BstBI Td42
Apal 7335

Stul 7273

Fl_grlgln

AmpR_promoter
Ampicillim

pAGA2EGAL ~codB
8126 bp

CY¥C1_terminato
pYESTrp_rev_primer
CYC1_primer

whol S860
pBluescrlptksS_prime
Clal SB46

HindIII 5839

attR1

attR2

pBR3IZZ_orlgin

Smal 5427

CAT/CamR M13_pUC_rev_primer
lac_promoter M13_reverse_prlmer
Notl 4233 T3_promote

attR2 Sacl 3620

attR1 Agel 3696
pBluescrlptSE_primer GAL1_promoter

Spel 4089 GAL1_prime

Vetor de destino pAG426GAL-ccdB com os sitios attR, usado na reacdo de
recombinacdo com os vetores de entrada obtidos na reacdo BP. Observacdo do local de
recombinacdo dos sitios attR1 e attR2 com os sitios attL1 e attL.2, na reacdo LR, gene
com resisténcia a ampicilina. Este vetor permite assim a expressdo da proteina da capside

em meio galatosado (adaptado da Addgene - http://www.addgene.org/14155/). Estes plasmideo

contem a marca de selecdo URAS.
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