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RESUMO

Para testar a atividade biologica do interferaa IfNF-) no tratamento da esclerose
multipla (EM), € importante que se tenha um modelimal. Como a infecgdo pelo virus da
encefalomielite murina de Theiler (do inglés TMEVThkeiler's Murine Encephalomyelitis
Virus) é capaz de evoluir para uma lesdo desmielinizEntgar a da EM em humanos, este
estudo se propde a estabelecer os parametrosvadiea a infeccédo do TMEV em culturas de
células de rim de hamster neonato (do inglés BHK-Raby hamster kidney céllsPara
tanto foi necessario adaptar a amostra viral TMEAB a cultura BHK-21, estabelecer um
ensaio de RT-PCR e padronizar um PCR em tempo Taaibém foi construido um vetor
plasmidial contendo o gen L* do TMEV para expressaositoria em células HEK-293-T e
esta construcdo plasmidial foi utilizada para otdende um soro policlonal anti-L*
utilizando a metodologia de imunizacdo genétican@aesultados foram obtidos estoques
virais de células BHK-21 infectadas pelo TMEV etpalestes estoques foram avaliados
quanto a presenca de moléculas genébmica TMEV,atidac de replicacdo viral, por ensaios
de RT-PCR e quantificagdo por PCR em tempo reategi®es do genoma do TMEV 3A3B e
L* foram aquelas que forneceram melhores resultadsta avaliagdo gendmica quantitativa,
que devera ser aplicada para todos os estoques TBHEK/21 que foram obtidos. O vetor
plasmidial de expresséao células HEK-293-T pcDNAM&x contendo o0 gene L* expressou
com sucesso transitoriamente esta proteina hegerofmorém ndo foi capaz de induzir a
formacdo de anticorpos policlonais anti-L* em coslhatravés da técnica de imunizacéo

genética.
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ABSTRACT

In order to evaluate the biologic activity of theerapeutic drug beta interferon to
multiple sclerosis, an adequate animal model ies&ary.inthis aspect the infection of murine
encephalomyelitis virus can evolve to desmielinaratthat is very similar to human’s
multiple sclerosis, the proposal of this study whaes establishment of parameters to evaluate
the TMEV infection in baby hamster kidney cells-Br2K. Toward that objective was
adapted the TMEV BeAn prototype sample to BHK-21l aiso was established a RT-PCR
and a real time PCR. Additionally, it was constedca plasmid vector containing the L* gene
of TMEV, for the expression in HEK-293-T cellshi$ plasmid vector was evaluated in the
capacity to produce anti-L* antibodies by genetiamunization. It was possible to obtain
stocks of BHK-21 TMEV infected and some of thesatents were evaluated as of the
quantity of genomic molecules of TMEV as an indwabf viral replication, by RT-PCR and
real time PCR. The TMEV genomic regions 3A3B and Lprovided
best results in the quantitative evaluation. In filtere, the real time PCR could be used to
evaluate all the stocks that were produced. Tresnpidial vector pcDNA4His/Max
containing the L* gene was able to transiently esprthe L* protein, but unfortunately, it

was not able to induce anti-L* in rabbits.



1. INTRODUCAO

1.1. O interferon beta

O interferon beta (IFNB) pertence a grande familia de proteinas secretadas
funcdo de defesa do organismo contra infec¢dessyima regulacao da proliferacéo celular e
na modulacédo da resposta imune. O [FFRNumano € uma glicoproteina (Figura 1), com 166
aminoacidos (aa) e peso molecular de 22,5 KilodaltKDa). Como medicamento é
principalmente utilizado para o tratamento da esskeemultipla (EM), doenca autoimune que
afeta populacdes de diversos paises (Came e €884y Kerret al 2003).

Figura 1 — Modelo esquematico da molécula do ieterf beta
http://brain.oxfordjournals.org/content/vol126/isicover.dtl

Duas formas de IFI8-recombinantes séo clinicamente utilizadas (Jaeblas 1996,
Reder 2000). A primeira, IFI8-1a (Avorexd, Biogen; Rebif IFNI, Serono) € produzida em
células de ovario deamsterchinés (CHO do inglé€hinese Hamster Ovary céllsque
embora nao seja igual, apresenta um padrao desiggic®o muito similar ao IFI8-nativo. No
entanto porque existem diferentes linhagens ddastlOHO, podem ocorrer variagdes do
perfil de glicosilagéo, o que explica as diferengasesposta do paciente aos diferentes IFN-
3-1a comerciais (Jacolet al 1996).

O segundo tipo, o IF3-1b (Betaseron, Berlex; Betaferonl, Schering) é produzido
em sistema procariotéscherichia coli Como o sistema procarioto em questao nao confere
glicosilacdo as proteinas recombinantes produzidsse tipo de IFN ndo tem nenhuma

molécula de acucar na cadeia polipeptidica produfdra evitar uma incorreta formacéo de
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ponte dissulfeto no final da cadeia, existe umatuiicdo na posicdo 17 de uma cisteina por
uma serina. Também na posi¢do 1 da cadeia (porg¢éaomihal), uma metionina foi deletada,
tornando a cadeia polipeptidica com 165 aa e pedecoiar de 18 KDa (Jacoles al 1996,
Reder 2000).

As diferencas quimicas entre os dois tipos de [BFKecombinantes possuem
consequéncias, pelo menos teoricamente. Por exemdN3-1b quando combinado com a
albumina do soro humano (HSA do ingldsman Serum Albumjrntem somente 10% da
poténcia relativa quando comparado com [Rla. Também para o IFR-la a dose
recomendada é de trés vezes por semana, 0 conttérid-N{3-1b, o qual deve ser
administrado diariamenté vitro é necessario um aumento considerado da dose d@-1EN
para render a mesma acéo observada quand@-lENe utilizado. Mas, in vivo ndo existe
nenhum consenso, uma vez que ambos 0s tipos retambds exercem o mesmo papel na
reducdo de episodios em pacientes apresentandookMeja, ainda existe uma grande
discusséo (SPECTRINS 2001, Goodiral 2002).

1.1.1. Aplicagéo clinica do IFNB

O IFN é utilizado no tratamento da EM, doenca esta quiesenvolve a partir da
ativacdo de leucécitos T auto-reativos a peptidodainha de mielina. O IFpltambém
demonstrou apresentar efeitos benéficos em modxpsrimentais para glomerulonefrite
(GN), onde foi observado a queda de proteinuriainti@rleucina 10 (IL-10 livre) (Wardle
2007). Em outro estudo realizado no Reino Unidoav¥aliado o efeito do IFN-em modelos
experimentais para GN, apresentando como resudtagdeda de 80% nas taxas de proteinuria
em 14 dias.

No Japéo o IFN3 tem sido utilizado como terapia adjuvante em algratsentes com
glioma maligno, diminuindo a atividade da enziman@tlguanina-DNA metiltransferase
(MGMT), responsavel pelo efeito de resisténcia densge quimioterapico temozolomida
(TMZ). Desta forma, o IFNBsuprime a expressdo da enzima MGMT pelo tumor,
aumentando entdo a sensibilidade do glioma aareattp quimioterapico com o agente TMZ
(Fujimakiet al2007).

Estudos realizados em 2005 avaliaram os benefidt#ositilizacdo do IFNG no
tratamento do lupus autoimune em camundongos miaucdo da intensidade de doses e do

periodo no tratamento de alguns pacientes com gliomaligno. Casos reportados de
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pacientes infectados com o virus da hepatite C, rgaéizaram secOes de dialise em
tratamento com IFNB, demostraram efetivas e seguras reducéo da caayj@w apenas seis
semanas (Nakajimet al 2007, Wardle 2007).

1.1.1.1. A utilizagdo do IFNB para o tratamento da EM

O IFN- est4 licenciado para uso no tratamento da EM.i¢d@h e seguranca do
IFN-B foram avaliadas e comprovadas em estudo clinicéaske IV, prospectivo, aberto,
realizado na Espanha. Foram acompanhados 96 pciemtin RRMS (do ingléRelapsing
Remiting Multiple Esclerosispor um periodo de dois anos, onde o [Fifoi utilizado na
rotina clinica. O tratamento com IHN+eduziu significativamente o nimero de apisodios
caracteristicos da doenca, quando comparados cgmipm controle que nado utilizava o
medicamento rotineiramente (Fernandeal 2003).

O tratamento com IFIg- foi bem tolerado nos dois anos de estudo, embora
apresentando efeitos adversos variando de levesoderados. A incidéncia de efeitos
adversos relatados no estudo apresentou um taxggiécancia maior no primeiro ano
quando comparada ao segundo ano de estudo, ndo selathdo necrose no local de
aplicacdo, vomitos ou reacdes alérgicas (Fernasida2003).

A EM é caracterizada em individuos comprometidda peesenca de células T auto-
reativas que destroem a camada da mielina, invadin@istema Nervoso Central (SNC),
comprometendo funcdes neuroldgicas e causandodapsspatologicos caracteristicos (Bar-
OR et al 1999). Neste contexto, o IHBltem funcdo moduladora das funcbes biologicas,

principalmente diminuindo a quantidade de célulasnes autoreativas (Goodin 2005).

1.2. A doenca Esclerose Mdultipla

7

A EM é uma doenga autoimune caracterizada pelanm#fdo cronica do SNC,
relatada pela primeira vez por Charcot em 1868e(@as/Reder 2006). A degeneracdo dos
axbnios é uma caracteristica proeminente da EMossrmbnhecida como causa primaria da
incapacidade permanente provocada por esta doAn&M provoca declinio drastico na

qualidade de vida além da perda de produtividaddod®ma significativa na sociedade
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humana. O custo anual com pacientes na Europa padar de 15 a 60 mil euros,
dependendo da gravidade da doenca (Gray e Dan@ft] 2aved e Reder 2006). Embora a
etiologia da EM seja desconhecida, estudos epidégiios tem relacionado agentes
infecciosos como provaveis fatores de iniciacaalaanca. Relatos na literatura indicam que
possa existir um risco aumentado de desenvolvimaido EM em pacientes que
desenvolveram anteriormente infeccdo pelos virusagamba, sarampo e/ou pelo Epstein-
bar (EBV) na idade adulta. Interessantemente, foeamoontrados elevados indices de
anticorpos contra EBV, ocorrendo de 15-20 anossatbedesenvolvimento em pacientes de
EM. Também alguns virus, tais como sarampo, caxwefdaherpes simples (HSV) tem sido
isolados do cérebro de pacientes que desenvolvekuiwWelshet al 2009).

O conhecimento da epidemiologia da EM ¢é baseado dagos disponiveis
principalmente dos Estados Unidos da América (E€ARuropa. Poucos dados tem sido
coletados do Brasil ou na Ameérica do Sul. A pravei® em S&o Paulo da EM tem sido
documentada como sendo em 1997 de 15 por 100.00@alitantes, sendo 20,1% em
mulheres e 8,5% em homens. Em 1990, a incidénaandentada era de 4,27 por 100.000
habitantes. O aumento da incidéncia documentadasigmatribuido a disponibilidade de
melhores tratamentos e do diagnostico especifima&M (Cristianet al 2008).

Na classificacdo clinica da EM incluem: a recoeergmitente (RRMS do inglés
Relapsing Remiting Multiple Esclergsis manifestacdo clinica mais comum, caracterizada
por surtos que duram dias ou semanas e, em segi@siaparecem; a primaria progressiva
(PPMS do inglésPrimary Progressive Multiple Esclerojjsapresenta uma progressao de
sintomas e comprometimentos (sequelas) desde aps@acimento; a recorrente progressiva
(RPMS do ingléRelapsing Progressive Multiple Esclergsigpo progressiva com surtos que
desde o inicio da doenca mostra a progressaoddarancapacidades geradas a cada crise; ou
a forma secundaria progressiva (SPMS do in§@sundary Progressive Multiple Escler@sis
em que os pacientes que evoluiram da forma remiteabrrente pioram lentamente e
progressivamente. A forma mais prevalente é a RRM®ed e Reder 2006) e mais de 80%
dos pacientes portadores de RRMS evoluem para P&tSandezt al 2004).

Muitos fatores tém impedido o perfeito entendimedésta complexa doenca que
inclue a heterogeneidade observada na sua pategé@em o estudo clinico é possivel
identificar padrdes histopatolégicos caracteristide EM e de degeneracdo da bainha de
mielina, aparentemente mediadas por células T smigénizacéo induzida por toxinas (Gray
e Dangond 2006, Javed e Reder 2006).



1.2.1. Modelos experimentaig vivo para estudo da esclerose mdltipla

A EM é uma doenca de etiologia desconhecida e dersgia de causa multifatorial.
Diferentes vias podem levar a efeitos clinicos ®lpgicos similares a EM e evidéncias
epidemiolégicas sugerem que a mesma seja adqaindiéentalmente, sendo possivelmente
uma doenca viral (Marrie 2004, Friese 2006, Welsal 2009). Embora alguns virus estejam
relacionados a patogénese da EM, nenhum destesspbsi@toriamente explicar a etiologia
de todos os casos, principalmente porque a EM édamconsiderada uma doenca
autoimune. Para investigar a possivel origem eirtiologia autoimune, dois modelasvivo
sdo rotineiramente utilizados: o modelo da doergamiklinizante induzida pelo virus da
encefalomielite murina de Theiler (TMEV-IDD do iggl Induced Demyeling Disease
Theiler's Murine Encephalomyelitis Virus a encefalite experimental alérgica ou autoimune
(EAE do inglésExperimental Alergic (or Autoimmune) Encephalontigli Atualmente
outros modelos animais tém sido avaliados e utitizapara o estudo da EM, tais como
animais transgénicos (Rockenstetral 2007) e a utilizacao de saguis (sagui-de-tufodman
Callithrix jacchug (‘t Hart e Massacesi 2009).

Ambos os modelos de TMEV-IDD e EAE foram primeiraeedocumentados na
década de 30 (Tsunoda e Fujinami 1996). Em 193MBW foi isolado por Max Theiler do
SNC de ratos com paralisia flacida espontanea dosbros inferiores. O TMEV pode ser
isolado da coluna espinhal de ratos com paralisiacdminimo 150 dias apds uma infeccéo
intranasal (Theiler 1937). Em 1952, Daniel e cotadores relataram a desmielinizacéo
durante uma infecgédo por TMEV, e embora esse @tba recebido pouca atencédo naquela
época, posteriormente Lipton resgatou tal acontuion (1975), relatando uma doenca
bifasica que conduzia a desmielinizacdo. DesdeogmarMEV-IDD tem sido o modelo
animal de infec¢ao de exceléncia em camundongasgoastudo da EM (Lipton 1980).

O modelo EAE encefalomielite experimental alérgfoajnduzida histologicamente e
clinicamente em macacos em 1933, atraves de nadtipjecOes intramusculares de emulséo
cerebral de coelhos (Rivees al 1933). Segundo Tsunoda e Fujinami (1996) Em 19400s
autores observaram que antigenos do SNC quando enamtsificados em adjuvante
completo de Freund (composto por micobactériasan@m uma emulsédo de 6leo e agua) e
estas emulsdes eram injetadas em animais, inclusdores, poderiam reproduzir e produzir
nestes modelos animais uma encefalomielite agudaalgmmas semanas, ficando tal
encefalite conhecida como EAE. Atualmente, no nm&#E s&o utilizados animaiisbred e
antigenos purificados do SNC ou fragmentos petsdie proteinas da mielina emulsificados
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em adjuvante de Freund. O quadro 1 apresenta atgumacteristicas da inducdo da

desmielinizac&o utilizando os modelos EAE e TME\DID

Quadro 1 — Descricdo dos antigenos utilizados @rpatalmente na indugcdo da esclerose
multipla no modelo de encefalite experimental at&r@u autoimune e no modelo doenca
desmielinizante induzida pelo virus da encefalobai@hurina de Theiler.

Antigeno ou virus | Espécie animal | Curso da doenca
Modelo EAE
Todo o SNC Camundongo, rato, Aguda e/ou crbnica
macacos, porquinho da
india, etc
MBP Camundongo, rato Aguda e/ou cronica-
(ou peptideo MBP) RRMS
PLP Camundongo, rato, Aguda e/ou crénica-
(ou peptideo PLP coelho RRMS
MOG Camundongo, rato Aguda ou crénica com|ou
(ou peptideo MOG) sem desmielinazacdo
Gangliosideo Coelho Aguda e crbnica RRM$ e
RPMS
S10( Ratos Lewis Panencefalite aguda
Membrana endotelial| Porquinho da india Aguda e SPMS
cerebral Hartley
Modelo TMEV-IDD
TMEV | camundongo | Aguda e/ou crénica
MBP — proteina basica de mielina
PLP — proteina proteolipidica da mielina
MOG - proteina oligodentrdcita da mielina

A resposta imune conferida pelo modelo EAE é ahicente devido a ativacdo de
células T CD3, conduzindo a uma desmielinizacdo inflamatériapdee neste modelo
predominante. No modelo TMEV-IDD, células macréfmganastocitos, eosindfilos e
principalmente células T CD8nedeiam o processo inflamatdrio desmielinizanténféccio
em linhagens de camundongos suscetiveis (comotidisc seguir) resulta em uma doenca
bifasica do SNC que consiste numa primeira faseopeee outra tardia desmielinizante, que
aparece de 30 a 40 dias pos-inoculacdo intracéréisréases tardias e cronicas da doenga no
modelo TMEV-IDD fazem deste modelo um dos melhoresndo o melhor modelo
experimental de EM, tanto para o estudo dos mevasigjue conduzem a EM bem como
para a validacdo de drogas terapéuticas utilizadasatamento da EM (Dal Cangb al 1995,
Tsunoda e Fujinami 1996, Nelsehal 2004, Oleszalt al 2004, Mixet al 2008, Welstet al
2009, Merrill 2009).



1.3. O virus da encefalomielite murina de TheilerTMEV)

1.3.1. Classificacao - Histérico

O TMEV pertence a famili®icornaviridae género Cardiovirus o qual possui duas
espécies distintas: virus da encefalomiocarditee opeclui a encefalomiocardite murina
(EMCYV do inglésMurine Encephalomyocarditis Virug Theilovirus. A espécie Theilovirus,
até o momento, para alguns autores, possui dasipas distintos, representados pelo TMEV
e 0 virus da encefalomielite humana Vilyuisk-SiaéfVHEV do inglésVilyuisk Human
Encephalomyelitis(Liang et al 2008). Existe uma grande controvérsia se este walmente
circula em humanos. A deteccao de anticorpos comfEEV por ensaio de neutralizacdo so
foi possivel em um Unico paciente em um total dpddentes acometidos pela infeccéo por
VHEV (Drexler et al 2008, Lipton 2008). Em 2003, Ohsawa e colaborajaodentificaram
uma amostra viral isolada de um rato de uma coldeiaatos TMEV positivos, bastante
similar ao TMEV, porém geneticamente divergentgual denominou de TMEV like virus
(TRV do inglés TMEV like rat virus). Dois novos Tilewirus foram posteriormente descritos.
O primeiro denominado de virus Saffold (SAFV ddésgSaffold virus), o qual foi isolado na
Califérnia em 1981, de uma amostra fecal de umanca de oito meses de idade
apresentando febre de origem néo identificada §Jtred 2007); e 0 segundo, isolado de uma
amostra nasofaringea coletada de uma crianca de28s no Canada em 2006, denominado
de Saffold like virus (Abed e Boivin 2008). Diardeste panorama, Liang e colaboradores
(2008) propuseram classificar a espécie Theiloverascinco diferentes tipos denominados de
TMEV, VHEV, TRV, SAFV-1 e SAFV-2, baseados na asdlfilogenética destas amostras.
Em 2008, Chiu e colaboradores utilizan®iroChip microarranjo e PCR (reacdo da
polimerase em cadeira) detectaram, em amostrasedecdes respiratorias de criangas
apresentando sintomas de gripe, seis positividpdea o virus os quais foram TMEV
relacionados (HTVC do inglés TMEV-like cardiovirusputras amostras caracterizadas
geneticamente foram identificadas como pertenceatasstipos SAFV (relacionadas com
SAFV-1 e SAFV-2), as quais foram isoladas a pad#r pacientes com quadro de
gastroenterite no Brasil e Alemanha, contribuindsira para confirmar a ocorréncia de
Cardiovirus também em humanos (Drexlet al 2008). Recentemente, Blinkova e

colaboradores (2009) isolaram de fezes de criaogas quadro de paralisia flacida aguda
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nao-podlio outras amostras SAFV, porém apresentpedd molecular mais relacionado aos

TRV, indicando a necessidade de mais estudos nlatesudas espécies de Theilovirus.

1.3.1.1. Subgrupos de TMEV

Dois principais subgrupos de TMEV tém sido dessribmaseados nas diferencas
quanto a neuroviruléncia, antigenicidade e outeaateristicas (Oleszait al 2004). No
primeiro subgrupo estdo incluidas as amostras GIRVHA, as quais sdo extremamente
neurovirulentas e induzem a um quadro agudo defaiteg ndo persistindo em alguns
animais sobreviventes. O segundo grupo compreendenastras BeAn e DA-Daniel Strain,
sendo conhecidas como amostras originais de Th@iterdo inglés Theiler Original). As
amostras do subgrupo TO apresentam 93% de homottiaa, sendo a doenca em
camundongos do tipBwissJames Lambert (SJL do ingl&svissJames Lambert) diferente
para os dois representantes deste subgrupo. A @@guga precoce é mais acentuada para
amostras BeAn do que para amostras DA. Ambas amsostduzem uma desmielinizacao
cronica tardia, sendo a cinética da doenca diferdfin camundongos SJL inoculados com
amostras BeAn, sinais como falta de equilibrio ndaa e paralisia de membros inferiores
aparecem 30, 40 ou 50 dias poés-infecgcédo, dependindose da inoculagéo viral e da idade
do animal. Em contraste, em camundongos SJL indoslaom amostras DA, 0s mesmos

sinais aparecem somente de 140 a 180 dias apfeceén (Oleszakt al2004).

Classificacao do virus da encefalomielite

Familia:Picornaviridae

Género:Cardiovirus

Espécie: Virus da encefalomiocardite murina- EMCV

h Virus da encefalomielite murina de Theiler-TMEV GDWHA
BeAn, DA

Theilovirus > Virus da encefalomielite humana VilyuBibérica -VHEV
Virus TMEV de ratos (TME\like virug)

Virus Saffold 1-SAFV-1

J Virus Saffold 2-SAFV-2




1.3.1.1.1. A infeccao pelo TMEV subgrupo TO

A figura 2 resume alguns aspectos da resposta imdoeidas em camundongos SJL
(suscetiveis) e C57BL/6 (B6 resistentes), apogdfie com amostras do sub grupo TO do
TMEV.

Camundongos sensiveis Camundongos resistentes

Infeccéo por TMEV

SJL iy B6
we ‘
T Sk
13
3-10 3-10
dpi dpi
Doenca aguda precoce Doenca aguda precoce
1. Replicagao viral (10°% 10’ PFU/g 1. Replicagao viral (10°% 10’ PFU/g
no SNC). no SNC).
2. Infiltragdo mononuclear 2. Infiltragdo mononuclear

inflamatorias inflamatorias

3. Células T responsaveis (CD4, CD8 3.
e baixa atividade de linfocito T
citotoxicos).

4. Citocinas ( Alta TGF-g, Alta 4,
TNFa)

5. INOS 5.

6. Apoptose de infiltrados 6.
mononuclear

7. Producéo de anticorpos por 7.
células B

l

Elimininacao viral incompleta
( 1x10'PFU/g no SNC)

l

Doencga cronica desmienizante tardia
Muito semelhante a esclerose multipla
. Infeccao percistente com um baixo titulo viral
(1x10'PFU/gno SNC)
. Lesdo macica com infiltrados mononuclear.
. Lesdes desmielinizantes

Células T responsaveis (CD4, CD8
e alta atividade de linfocito T
citotoxicos).

Citocinas (baixa TGF$, baixa
TNFa)

iINOS

Apoptose de infiltrados
mononuclear

Producéo de anticorpos por
células B

|

Elimininacao viral completa

l

Amostras sem a doenca
cronica

Figura 2 — Aspectos da resposta imune, induzidaip&ccao do virus TMEV em

camundongos suscetiveis (SJL) e resistentes (B6%£@ket al 2004).
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A inoculacéo intracerebral em camundongos SJL c&MEM amostra DA induz a
uma doencga bifasica, consistindo de uma fase Irpcgcoce que ocorre de 3 a 12 dias pos-
inoculacdo, seguida por uma fase crénica desnualité que ocorre de 30 a 40 dias poés-
infeccdo, e eventualmente causando a morte do hriitmacamundongos B6, s6 ocorre a fase
inicial da doenca, devido a uma possivel eliminagé através do sistema imune do animal
em aproximadamente trés semanas poés-inoculacadjav@mdo o desenvolvimento de uma
fase crbnica. A fase inicial (aguda) em ambos osn@s se assemelha a uma
polioencefalomielite que esta associada a replicdgévirus na substancia cinzenta do SNC,
ocasionando a destruicdo neuronal em nivel varidnaetante esta fase, ocorre um grande
infiltrado celular mononuclear no SNC consistindoaglulas T (CD4e CDS8), células da
linhagem de mondcitos/macréfagos, linfécitos B gualas células do plasma. A fase aguda
inicial geralmente ndo é aparente e dependera de aféme de fatores de ocorréncia de
gravidade. Em camundongos SJL, ocorre uma falhalin@inacdo do virus, levando a
persisténcia do virus (Oleszekal 2004).

De 30 a 40 dias pos-infeccdo com TMEV amostra DAcamundongos SJL, ocorre
uma fase cronica da infeccdo, com extensivas letEmaielinizantes na substancia branca do
SNC e infiltrados celulares mononucleares na medsganhal, consistindo inicialmente de
linfécitos CD4 e CD8, mondcitos/macrofagos, e células do plasma. Nastada infecgéo,
ocorre atrofia progressiva da medula espinhal dgpaxonal com deteriorizacdo neurolégica
e sinais caracteristicos sendo detectado um bakw de replicacdo viral em macrofagos,
oligodendrdcitos e astrocitos na substancia brdaceoluna espinhal de animais infectados.
A persisténcia da infec¢do é observada em camuondddl por um longo periodo (em torno
de 2 anos). Em animais infectados com amostras B&&arva-se a presenca de RNA viral
na coluna espinhal de 4 meses a 1 ano pos-inooculdté o presente momento, ndo ha
relatos na literatura que esclarecam a persistélocidarus em camundongos SJL (Oleseak
al 2004).

1.3.2. Estrutura do TMEV

As particulas de TMEV sao nao-envelopadas, apr@senim diametro de 28nm,
capsidio com simetria icosaédrica e densidade adiggrte de sais de césio de 1,34 g/mL. O
capsidio viral é constituido de 60 copias das prateVP1, VP2, VP3 e VP4. Sao virus

bastante resistentes a agentes quimicos e fisisosamo cloroférmio, éter e outros e ao pH
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acido (de 3 a 5). Sdo estaveis ao congelamentonp® de 10 anos a -%0 e podem ser
mantidos na geladeira sem perda do titulo viralgtér2 semanas. A inativacdo da particula
viral ocorre na presenca de temperaturas acima0de & sob a acdo de luz ultravioleta.
Diferentes de outros virus, alguns TMEV séao seisa@tampao salina-fosfato (PBS) pH 7,2

a 37C (Fox 2008). A figura 3 apresenta um modelo esdtiemda particula viral do TMEV.

© 1995 Academic Press

Figura 3 — Modelo esquematico da particula viral MEV

http://www.picornaviridae.com/structures/cardiovécitm

O genoma viral € um acido ribonucléico (RNA) fitangles, polaridade positiva,
contendo 8.100 nucleotideos correspondendo a uaralgrfase aberta de leitura (ORF do
inglés Open Reading Framg que codifica para uma unica poliproteina de @.3@. O
genoma viral ndo apresenta estrutura CAP, existinda proteina de 20 aa, basica, (VPQ)
ligada covalentemente a porcao 5’ terminal do RN#vetendo também uma cauda poli A a
porcdo 3. A organizacdo genbmica corresponde ssicléa para o formato genémico dos
picornavirus, do tipo L-4-3-4: 5 1A(VP4), 1B(VR2AC(VP3), 1D(VP1), 2A, 2B, 2C, 3A,
3B, 3C, 3D-3' (Figura 4). As proteinas do capsi@idP1-VP4) representam o maior
determinante do tropismo viral (Figura 4). As phods 2B, 2C, 3A, 3B, 3C e 3D (RNA
polimerase viral) participam do processo de repéocaviral. A proteina 2A ndo parece ser
necessdria para a replicacdo (Michietsal 1997), sendo a real funcdo desta proteina ainda
desconhecida (Oleszak et a 2004, Braial 2005).
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Figura 4 — Esquema representativo do genoma do T{BEdhicet al 2005).

A proteina L (proteina lider), esta associadaraigténcia do TMEV e apresenta 76
aa. Esta proteina contém um motivo ligante de z{doainglészinc-binding motif e inibe a
producao de IFNte IFN{f durante a fase inicial da infeccao (Delhayal 2004; Brahicet al
2005). Somente para o subgrupo TO existe, além UG para sintese da proteina L, um
segundo codon AUG independente e alternativo, ikadd 13 nucleotideos jusante
(downstreahdo AUG para L. Este segundo codon é responsawvelshatiese da proteina L*.
Para o subgrupo GDVII no lugar deste segundo catiorador existe um ACG (Figura 5)
(Brahicet al 2005).
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Figura 5 — Esquema representativo mostrando arpgraske um AUG alternativo para
traducdo e sintese da proteina L*
http://www.jneuroinflammation.com/content/3/1/19figfF2?highres=y

A proteina L* apresenta peso molecular de 18 KDai@almente foi detectada em
macréfagos e em células de rim damsterneonato (BHK-21 do ingléBaby Hamster
Kidney), infectados por TMEVIn vivo a proteina L* esta presente nos neurbnios, sendo
detectada por imunohistoquimica. Também esta peessn todas as amostras obtidas de
animais que evoluiram para persisténcia. Esteléamu a hipétese de que L* esta ligada a
persisténcia viral em animais infectados. No eotamiostras contendo o codon AUG para a
sintese de L* em test@s vitro onde o codon iniciador L* foi experimentalmentetano para
ACG, ainda é possivel encontrar a presenca daipaoté em pequenas quantidades (Brahic
et al2005).

A traducdo da proteina L* depende da sequéncteadacao interna IRES (do inglés
Structure of Internal Ribosome EntBjte) presente na por¢do 5 néo-codificante do genoma
do TMEV e desta forma, o virus poderia utilizar oracanismo de sintese de L* controlada

pela IRES para regular a expressao, possivelmeat@cdrdo com um padréo célula-
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especifica. Uma vez que a IRES funciona de acootho & presenca de fatores celulares
especificos e de acordo com o tipo de célula, petkewver ou ndo expressao de L* (Bradtic

al 2005). Tal hip6tese tem sido investigada, enttetarfio podendo ser provada. Até o
momento, sabe-se que a replicacdo de TMEV-subgr@em macréfagos € L* dependente.
(Asakuraet al 2007).

1.3.3. Replicagao do TMEV

Os mecanismos de replicagdo do TMEV e, principatmeos fatores que levam a
neuroviruléncia e persisténcia viral tém sido basteestudados. Pouco se conhece destes
mecanismos a hao ser aqueles ligados a replicag@@mero Cardiovirus. A replicacdo do
TMEV pode ser estudada em linhagens de célulasiggiimeis; no entanto este estudo nédo é
facil, porque ndo ocorre a completa interrupcédositdese de proteinas celulares como
ocorrido com a maioria dos Picornavirus. Mesmo @éinlas permissiveis a replicacdo pelo
TMEV, tais como BHK-21 e L-929(células de tecido areolar e adiposo de camundongo)

A transfeccéo por DNA complementar (cDNA) (contenoldo o genoma do TMEV)
ndo é produtiva. O TMEV entra na célula hospedads a ligacdo por um receptor ainda
nao identificado nas células interticiais. Apésni&rada do virus, RNA é traduzido em uma
anica poliproteina clivada numa cascata de everdtalisada pela protease viral transcrita
pela regido 3C, originando produtos protéicos fomais. O RNA viral é replicado gerando
uma fita de RNA de polaridade negativa que reptas@m pequeno percentual do RNA total
de uma célula infectada. Inoculagbes em culturasétldas com amostras BeAn obtidas a
partir do cultivo em cérebro de camundongos, ndareguzem titulos virais altos, apesar da
ocorréncia de efeito citopatico (CPE), devendoasptadas a tais culturas. No entanto se
inoculados no cérebro de camundongos suscetiveiduzem grande quantidade de RNA
gendmico. A rota de infeccdo € orofecal e a dissagdio para 0 SNC segue uma via ainda
nao conhecida (Monteyret al 1997, Trottieret al2004).

O diagnostico da infeccdo é clinico e testes cmafiorios dependem de sorologia,
deteccdo de RNA pela técnica de transcricdo resagaida pela reacdo da polimerase em
cadeira (RT-PCR) ou isolamento viral. Atualmentesagos imunoenzimaticos (ELISA) para
deteccdo de TMEV subgrupo GDVII, sdo os métodosstelha pela simplicidade e rapidez

dos mesmos (Fox, 2008).
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1.4. Aspectos de relevancia

O Ministério da Saude (MS) distribui gratuitamewtdFN{3 recombinante, o que
onera os cofres publicos . Atualmente este meditaréen primeiro da lista de medicamentos
excepcionais mais caros para o MS (Revista de Mahgs, 2005). No ano de 2005/2006 os
primeiros contratos de transferéncias de tecnologia Cuba para a producgdo de biofarmacos
(INFa e eritropoetina) em Bio-Manguinhos foram assinadissa linha nova de produtos
abriu demanda no desenvolvimento tecnolégico déytos biofarmacéuticos, de interesse do
MS. Dentre os produtos candidatos ao desenvolvonanoldgico em Bio-Manguinhos, a
obtencédo do IFNB recombinante do tipo 1a € considerada essencied. & estabelecimento
de qualquer produto protéico recombinante visariliaacdo terapéutica, ensaiiwsvitro ein
Vivo S80 necessarios, 0s quais preconizam a avaliacaiivedade bioldgica

Esta dissertagdo tem como objetivo introduzir asgafeentas iniciais para o0
estabelecimento do modelo TMEV-IDD para avaliagddRN-3 recombinante. A introducao
deste modelo também tem como objetivo trazer inkgdas adicionais que poderdo
contribuir para a compreenséo da infeccado pelo TMé&lre eles os aspectos que levam a

persisténcia viral e sua relagcdo com a EM acometiddumanos.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Estabelecer os parametros iniciais para a avalidg&tividade biologica do IFRno
tratamento da esclerose mudltipla, utilizando adgd® pelo virus da encefalomielite murina
em células BHK-21.

Especificos:

1. Realizar a adaptacdo de uma amostra do virus B886 em cultura celular BHK-21.

2. Estabelecer a reagao de transcricao reversadaegela reacdo da polimerase em cadeia
(RT-PCR) a fim de detectar o genoma viral em calfurelulares BHK-21 infectadas pelo

TMEV.

3. Padronizar um método de PCR em tempo real visgudntificar o genoma viral de
culturas celulares BHK-21 infectadas pelo TMEV.

4. Realizar a construcdo de um vetor plasmidiagéxjgessédo da proteina L* em células de
mamiferos e avaliagdo da expressao transitoria gesteina em células de rim de embrido
humano contendo o antigeno T do virus simio (HEB-R9 do inglésHuman Embryonic
Kidney 293-T cells

5. Obter um soro policlonal anti-L* utilizando a togologia de imunizag&o genética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Adaptacdo de uma amostra de ceélulas infectadasm o virus BeAn 8386 obtida
através da inoculacdo em cérebro de camundongos ewitura de celula BHK-21

3.1.1. Culturas de células BHK-21

Duas linhagens continuas foram utilizadas neatslno: a linhagem continua BHK-
21 obtida do Instituto Nacional de Controle de @zle em Saude - INCQS, gentilmente
cedida por Catia Inés Costa (passagem 85) e agknmacontinua BHK-21 adiquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro - BCRJ (c6diB® @85, passagem 69). Ambas as
linhagens foram mantidas em meio de manutencéoebetis modificado (DMEM do inglés
Dulbecco's Modified Eagle's Medijmmom 10% de soro fetal bovino (SFB) e 40 pg/ml de
gentamicina. As células foram incubadas em es®f@@ a 37°C e mantidas sob um padréo

de diluicdo em média de 1:5.

3.1.2. Adaptacdo da amostra BeAn8386 a cultura cétu BHK-21

A amostra de virus TMEV subgrupo TO, BeAn 838bBizada neste estudo, foi
gentilmente cedida pelo Dr. Pedro Fernando da Cdatxoncelos, do Instituto Evandro
Chagas — da cidade de Belém/Para. Esta amostradeemiormacdes do préprio Dr. Pedro
trata-se de um macerado cerebral de camundongeahida no Laboratério de Tecnologias
Virais (LATEV) de Bio-Manguinhos, em fevereiro dé@B, como 2 ampolas de suspenséao
viral liofilizada. Uma das ampolas foi reidratada B0OOuL de agua estéril e a seguir de 10uL
a 100uL foram inoculados em monocamada de céld&BL, contidas em uma garrafa de
25cnf, diluida em meio DMEM com 10% de SEBAOpg/mL de gentamicina em um padréo
de 1:10. Para a inoculagéao viral, foi utilizadorogedimento de adsorgéo viral por uma hora
a aproximadamente 26°C, com suave agitacdo a ¢adairutos. Em paralelo foi mantida
uma garrafa (ndo-infectada) como controle celu€)( a qual foi submetida ao mesmo
procedimento de adsorgdo, exceto pela ausénciaddelo viral. As garrafas (infectadas e
controle celular) foram mantidas a’@7cerca de 24h a trés dias, dependendo do apargoime
de efeito citopatico (CPE). Somente um experiménitoonduzido a 3% também por cerca

de 24h a trés dias. A seguir as monocamadas aduiaram submetidas ao procedimento de
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colheita e para este procedimento foi utilizado naspador comercial (Corning, USA). As
monocamadas celulares foram ressuspensas no pmoeim sendo recolhidas em tubos
estéreis de 15mL e submetidas a 3 ciclos de cangela (-70°C) e descongelamento (37°C).
E a seguir as amostras foram estocadas a -70°®. grodedimento foi baseado no processo
descrito por Fuller e colaboradores (2004). Passageriadas a partir de um primeiro estoque
viral (passagem 1) até no maximo 10 passagens foeatizadas, segundo o mesmo

procedimento.

3.1.3. Ensaio de titulacdo em placas para avaliac@o titulo viral da amostra BeAn 8386
adaptada a cultura celular BHK-21

As células BHK-21 foram inicialmente diluidas npadréao de 1:10 em meio DMEM
com 10% de SFB e 40ug/mL de gentamicina em pla@buhen, e a seguir incubadas a 37°C
por cerca de 24h ou até atingirem a confluénciapteximadamente 80%. A monocamada
foi lavada com meio DMEM sem soro por duas vezesa determinada diluicdo do estoque
viral em um volume final 500uL foi adicionada agalaAs células foram incubadas por 1
hora a 37°C com ocasional agitacdo suave e a s@giirde solucdo agar nobre (2% em
agua) e DMEM 2X (proporcdo de 1:1 final) foi adiwdmla a placa. As células foram
incubadas a 33°C com 5% de L£for aproximadamente 5 a 6 dias. O agar diluido foi
removido cuidadosamente da placa e a seguir almsdram fixadas em metanol e coradas
com solucéo de cristal violeta (0,8g de cristaleteoem 100mL de etanol e 400mL de agua)
durante 5 minutos. As placas foram lavadas com @gua remoc¢do do corante e as placas
virais contadas. O numero de unidades formadoradada foi calculado baseado no volume

de in6culo adicionado a cada placa.
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3.2. Estabelecimento do método de RT-PCR visandodateccao de infec¢cdo em culturas
celulares BHK-21 inoculadas pelo TMEV

3.2.1. Extracdo de RNA total a partir de monocamadade células BHK-21 infectadas
pelo TMEV e controle celular.

Para a extracdo de RNA total, foi utilizado cerealdhL de suspenséo viral obtida a
partir das monocamadas de células BHK-21, infestapla ndo (CC), as quais foram
previamente submetidascalheita conforme descrito no item 3.1.2. Para este piowato
foram utilizados okits QIAshredder spie RNeasy (Quiagen, EUA), conforme instrugbes
dos fabricantes e brevemente descritos a seguralmente a suspenséao celular foi lisada e
posteriormente removida a viscosidade por co@ifeshredder O material cromossémico foi
precipitado com etanol a 70%, sendo transferidioiied@ em mini-colunas dkit RNeasy Os
eluatos foram coletados em tubos tgupendorfe armazenados a -70°C até o momento de

Seu uso.

3.2.2. Transcricéo reversa seguida pela reacao emdeia da polimerase (RT-PCR)

O RNA total das amostras analisadas obtidas ar miErtmonocamada de células
BHK-21, infectadas ou ndo (CC), foi submetido ac-RRIR, utilizando-se &it Superscript
[l (Invitrogen, EUA) conforme instru¢des do fabri@ariResumidante a reacdo foi realizada

contendo os reagentes (todos da Invitrogen) aseglicados.

Volume necessario para uma amostra

1 Tubo

Tampao de reacao do Kit 2X............ccevveeennn. 25uL
Tampao de sulfato de magnésio (5mM)......... BuL
MixX de eNzZiMas .........ccceeeiiiiirieeeiiiii e eeeeeeeens luL
Inibidor de RNAse (40U/HL).....ccevuveeeennnnannnnn. luL
Oligonucleotideo sense |(M)..............c.euv..... luL
Oligonucleotideo antisense|(M).................. luL
RNA total extraido (0,5upL).....ccceevveeeeeennnnnn. lul

Agua 0.S.p 50HL....cveeeeireeeececeee e 12uL
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Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores dadeta, especificos para regides
conservadas do TMEV e desenhados a partir de urnat@nreferéncia encontrada no banco
de dados dd\ational Center for Biotechnology Information-NCBEenBank nimero de
acesso Gl: 335239)Figura 6). O quadro 2 apresenta os oligonucleosidaiciadores de

cadeia utilizados nas reacfes de RT-PCR destdhoaba

Quadro 2 — Oligonucleotideos iniciadores de cadizados para realizacdo do RT-PCR
visando amplificacdo de regides especificas do TMEV

Tamanho
Denominacéo dos Sequéncia (5’ — 3)) Regido do
oligonucleotideos gendmica | amplicon
(pb)
TMEVBeANn528S GTCTAAGCCGCTCGGAATA IRES 269
TMEVBeAn797A ATCTTATCCACGTGGCTT TTG
TMEVBeAnLNEW1073S CCCGTCAGAATTGAGATATC L* 454
TMEVBeAnLNEW1527A| CCTACTCTGTCAGAGAGGTTTTC
TMEVBeANn5846S CCCGTGAGAGTTGAGCTCTC Regido 451
TMEVBeANn6297A CGTTCCTTGCTGGGAAGTCGTCC SA3B

Para cada par de oligonucleotideos inicidadorescal@eia foi utilizada uma
temperatura de anelamento diferente, conforme @rvdb Tm (do inglés Melting
Temperaturg maximo possivel para cada par. As temperaturasmdiamento para IRES, L*
e regido 3A3B dos pares utilizados foram respettarde 57C, 50C e 61°C. O programa
utilizado esta apresentado abaixo. Para avalidiceérecia do método de extracdo foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores de cade&gpecificos para o gene @aactina
(Cantelli et al 2009), o qual fornece um fragmento esperado deptB8gpar sense de
oligonucleotideo 5’AGGCCAACCGCGAGAAGATGA 3 e par ed oligonucleotideo
antisense 5’AGCTCGTAGCTCTTCTCCAGGG 3)).

12, Fase — RT
50°C — 30minutos
94°C - 2minutos
22. Fase — PCR
'\
94°C — 15segundos
50-61°C — 1minuto 40 ciclos
_ >~
68°C — 1 minuto
4°C — 24 horas
_
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Capsidio L
IRE 5 Replicagdo 3B 3
L 3A
TMEV TMEV
BeAnNew- BeAnNew
1073S 1527A
vev I vev
BeAn528 BeAn797A TMEV TMEV

BeAn5846S  BeAn6297A

Figura 6 — Esquema representativo do genoma do TBIE¥regides que foram amplificadas
utilizando os respectivos oligonucleotideos, irdoi@s de cadeia.

3.2.3. Analise doamplicons

Os ampliconsobtidos na reacédo de RT-PCR foram analisados glainde forma: a
cada 10uL de volume de cada reacdo de RT-PCR famaescentados 2uL de tampéo de
amostra (azul de bromofenol 10% + glicerol 20% idibluem tampéao tris-acetato-acido
etilenodiamino tetra-acético-EDTA 1X (acido etil@mttilotetracetico sal dissddico), e as
amostras aplicadas em gel de agarose comum (lgerirdJSA) a 1% tradicionalu agarose
de baixo ponto de fusdo (Promega, USA) a 2,7% ecalat brometo de etidio (0,5ug/mL). Os
géis foram submetidos a eletroforese por aproximadée 80 volts ou até que o tampéo de
eletroforese migrasse cerca de 3cm. A seguir ofgefotografado por um sistema de
fotografia digital (Kodak , USA).

3.3. Padronizacdo de um método de PCR em tempo reasando quantificar o genoma
viral de culturas celulares BHK-21 infectadas peld MEV

3.3.1. Clonagem das sequéncias nucleotidicas relat a IRES, regido 3A3B e L*, do
TMEV visando a obtencdo de uma curva-padrao.

Os amplicons obtidos na RT-PCR conforme descritatera (3.2.2) foram utilizados
para clonagem em vetor plasmidial TA TOPO comerda@ahominados pCR4 (para as
sequéncias nucleotidicas IRES e L*) e pcR2.1 (pasaquéncia nucleotidica 3A3B) ambos
vetores TA TOPO (Invitrogen, USA). O procediment alonagem foi realizado conforme
instrugcdes do fabricante e a seguir 5uL de volureecdda ligacdo foi utilizado para
transformar células bacterianas cepa Top 10 (bwétn,USA), preparadas para transformacgéo



22

por cloreto de calcio para tornarem-se competentggprme protocolo classico descrito por
Sambrook e Russel (2001). Células Top 10 transfdasidoram plagueadas em uma Unica
placa de Petri (uma placa para cada diferented@agontendo meio de cultivo Luria Bertani
(LB) solido composto por meio LB liquido (10g/L ttgotona + 5g/L de extrato de levedura +
10g/L de NaCl) e 15¢g/L de agar. Adicionou-se tamla@&mmeio LB sélido para cada placa o
antibiotico ampicilina (100g/mL), Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPT{GOOMM)
(Promega, USA) e X-Gal (40mg/mL) (Promega, USA) phecas foram incubadas a’@7por

16 horas e as colbnias brancas crescidas forantiseedas e passadas, cada uma
separadamente, para 5mL de meio LB liquido contes@m/mL de ampicilina. Como
controle negativo foi também selecionada uma cal@aul a qual foi submetida ao mesmo
procedimento das brancas. Os tubos foram novarmentikeados por cerca de 16 horas a 37°C
e a sequir foi realizada uma analise rapida cordodescrito por Rezende e colaboradores
(2005). As culturas bacterianas correspondentespassiveis clones recombinantes foram
utilizadas para realizacdo de minipreparacao pliahuitilizando okit comercialHigh Pure
Plasmid Isolation (Roche, USA) conforme instru¢cdes do fabricante. @asmidios
recombinantes (contendo as regifes de interesss, IB&3B e L*) foram confirmados por
clivagem com a endonuclease de restriEaoRl (New England, BioLabs, USA) conforme
instrucbes do fabricante, e a seguir estoques duéris contendo os plasmidios
recombinantes foram preparados e mantidos a -7@8Cacordo com protocolos padrdes
(Sambrook e Russel 2001). As construcdes plasimiftitam denominadas de acordo com o
vetor plasmidial e 0 gene clonado como pCR4IRER4C e pCR2.13A3BVisando obter
fragmentos purificados dos insertos contidos nasstoegdes plasmidiais e relativos ao
genoma do TMEV, apos as digestbes com a endonesldarrestricdBcoRl, (New England,
BioLabs, USA) conforme descrito acima, tais fragtoe foram purificados utilizando-se o
kit Wizard PCR Clean UpPromega, USA), gquantificados utilizando a plataf@ de
quantificacdo Qubit (Invitrogen, USA) e estocade@C para posterior utilizacao.

3.3.2. Gigapreparacoes plasmidiais das construco@gsasmidiais pCRIRES, pCRL* e
pCR2.13A3B

Para obtencdo de massa plasmidial purificada, veduthe aproximadamente 2,5L das
culturas correspondentes a cada construcéo pladrfodam utilizados para purificagdo com

o kit comercialQIAfilter Plasmid Giga(Qiagen, USA), conforme instrucdes do fabricante.
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Apos purificacdo, os plasmidios foram quantificadagizando a plataforma de quantificacéo
Qubit (Invitrogen, USA).

3.3.3. Sequenciamento nucleotidico das construcgaasmidiais pCR4IRES, pCR4L* e
pCR2.13A3B

O seqgUénciamento nucleotidico das construcdes pleassnpCR4IRES, pCR4L* e
pCR2.13A3B foi realizado utilizando kit BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystem, USA), conforme instru¢cdes dbrieante (método de terminadores de
cadeia). ApO0s as reacdes de seqienciamento, osxitideleotideos marcados e nao
incorporados foram purificados utilizando o sistemd@ coluna Centri-Sep (Princeton
Separations Inc, USA). As reacOes foram analisqdds sequenciadoABI Prism 3100
(Applied Biosystems), os eletroferograma foram iadals pelo program&hromasverséo
145-95 e pelo pacotBNAStar este ultimo utilizado para a constru¢cdo de Qontig e
utilizando como sequéncia de referéncia a amosir&ehBank(nimero de acesso Gl:
335239).

3.3.4. Oligonucleotideos iniciadores de cadeia enslas utilizadas para a PCR em tempo
real

O quadro 3 apresenta as sequéncias dos oligonideestiniciadores de cadeia e
sondas utilizadas na PCR em tempo real. O desanheito baseando-se na nucleotidica
gendmica do TMEV sequéncia referéncia obtid&eaBankniumero de acesso Gl: 335239)
utilizando-se o programBrimer Expressversao 3.0 (Applied Biosystem, USA). Visando
testar a homologia dos oligonucleotideos iniciaslarem as sequéncias alvo contidas nos
plasmidios pCR4IRES, pCR4L* e pCR2.13A3B, foi reafla uma reacdo de RT-PCR

convencional conforme descrito no item 3.2.2.



24

Quadro 3 — Oligonucleotideos iniciadores de cadeai@andas utilizados na realizagédo do PCR
em tempo real visando quantificacdo de copias d& &NTMEV

Denominacéo dos Sequéncia (5" - 3) Regido | Tamanho
oligonucleotideos/Sondas gendmica do
amplicon
(pb)
TMEV5857-5878S TTGAGCTCTCTGAGGGTGAACA 3A3B 101
TMEV5958-5938A CTAGAACCTTCCCGCCTCCTT
TMEV528-546S GTCTAAGCCGCTCGGAATA IRES 289
TMEV817-797A ATCTTATCCACGTGGCTTTTG
TMEV1260-1280S CCGCTCATACGCGATATTGTC L* 72
TMEV1332-1308A GACTGGGAGTTACTCTTGTCAGA
TMEV1188-1210S GACTTGGACGATGACGTCTTCTG L* 73
TMEV1261-1240A GGTACGTCAGTCCAGTCCATTG
TMEV5899-5917 56-FAM 3A3B
/ICGCGCGCCCAAAAGCAAGC/
36-TAMSp
TMEV755-778 56-FAM IRES
IAGGCAGCGAACCCCCCTCCTGGTAAC/
36-TAMSp
TMEV1282-1306 56-FAM L*
ITGGAACCCCAGGGAAACTCCTCGTC/
36-TAMSp
TMEV1212-1238 56-FAM L*
ICCTTCGGACACGAGCAATCAATCTCAA/
36-TAMSp

3.3.5. Reacdo de sintese de DNA complementar (cCDN#gra utilizacdo como molde na
reacao de PCR em tempo real

Para sintese de cDNA a partir do RNA extraido dass&ras de cultura de células
BHK-21 infectadas com o TMEV conforme descrito mess 3.1.2 e 3.2.1, foi utilizada a
transcriptase reversiloloney Murine Leukemia Virus Reverse TranscriptégeMLV)
(Promega, USA), conforme instru¢des do fabrica@t@mno molde, foram utilizados 4pL de
cada RNA total extraiddComo oligonucleotideos iniciadores foram utilizadesespecificos
TMEVBeANn6297A (para sintese de cDNA regido 3A3BIMEVBeAnLNEW1527A (para

a sintese de cDNA regido L*).
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3.3.6. Construcao das curvas padrdes de PCR em teongeal para o TMEV

Diluices seriadas (base de 1@ 10° dos plasmidios pCRA4IRES, pCRA4L* e
pCR2.13A3B foram realizadas previamente utilizasdoagua livre de DNAse e RNAse
(Invitrogen, USA). Os plasmidios diluidos foramliméidos para compor a reacdo de PCR em
tempo real utilizando &it TagMan® Universal Master MiXApplied Biosystem, USA)
conforme instrugcdes do fabricante. O programazatilo para padronizacdo de todas as curvas
esta descrito a abaixo, com excecdo somente dootee@mnelamento o qual foi diferente
conforme o valor do tm maximo possivel para cada deaoligonucleotideos. Todas as
reacOes foram realizadas em duplicatas no equigamé&sD0 real time PCR (Applied
Biosystem, USA).

50°C — 2minutos — Ativacédo de UNG
95°C — 10minutos

95°C — 15segundos itos
55°C ou 57°C * — 10 segundo
65°C — 1 minuto

* = 57°C somente para o par de oligonucleotideos espesifiara a regido da IRES.

3.3.7. PCR em tempo real utilizando o cDNA obtido partir do RNA extraido de células
BHK-21 infectadas com TMEV

Para avaliacdo, 5uL de cada amostra de cDNA (it&h)3correspondente ao RNA
extraido de culturas de células BHK-21 infectadasy (TMEV foram utilizados para as
reacOes de PCR em tempo real, de acordo com paognestabelecidos previamente para as
curvas padrdes. Todas as reacOes foram realizadasi@icatas, conforme descrito no item
3.3.6.
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3.4. Construcao do vetor plasmidial para clonagemalgen L*

Para a construcao do vetor plasmidial de expremsacelulas de mamifeHEK-293-
T contendo o gene L* do TMEV, o vetor plasmidiaimarcial pcDNA4/HisSMAX - versao A
(Invitrogen, USA) foi utilizado. Para isso, a regi@dificante da proteina L* contida no vetor
pCR4L* (item 3.3.1) foi transferida para o vetor dxpressao por subclonagem.
Gigapreparacoes purificadas da construcdo plasmpfi®R4 L* foram clivadas com a
endonuclease de restrickaodRl (New England, BioLabs, USA), seguindo as insias;do
fabricante e o fragmento correspondente ao genmilpurificado do gel de agarose a 1%
(preparado conforme descrito no item 3.2.3) utild@mokit Wizard PCR Clean UfPromega,
USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricantee©r plasmidial pcDNA4/HisSMAX —
versao A (Invitrogen, USA), foi clivado com a endolease de restricaBcoRl (New
England, BioLabs, USA), conforme instrucbes do itamte e desfosforilado utilizando a
enzima fosfatase alcalina obtida de camaréo (Pramé¢8A) (SAP do ingléShrimp Alkaline
Phosphatasg conforme instrucdes do fabricante. Para a rededligacédo do inserto (gene
L*) ao vetor, foi realizada uma reacdo com baseuam proporcao entre vetor e inserto de
1:10, utilizando a enzima 4TDNA ligase (Invitrogen, USA), conforme instrucbe®s d
fabricante. A Figura 6 a seguir apresenta o mapaedor plasmidial pcDNA4/HisMAX,
indicando regides de importancia, tais como aséesgdo promotor e de marcadores de
selecdo. Um volume de 5uL de cada ligacéo foizatlo para transformar células bacterianas
cepa Top 10 (Invitrogen,USA), preparadas para fiobamscdo por cloreto de célcio para
tornarem-se competentes, conforme protocolo clasdiscrito por Sambrook e Russel
(2001). As Células Top 10 transformadas foram madas em uma Unica placa Eetri
(uma placa para cada diferente ligacdo) contendo decultivo Luria Bertani (LB) soélido
composto por meio LB liquido (10g/L de triptonafid, USA], 5g/L de extrato de levedura
(Difco, USA], 10g/L de NaCl [Merck, Brasil]) e 19gde Agar (Difco, USA). Foi também
adicionado ao meio LB sélido para cada placa, eitto ampicilina (10Qig/mL) (Sigma,
USA). As placas foram incubadas a°G7por 16 horas e as colbnias crescidas foram
selecionadas e passadas, cada uma separadameatbmphade meio LB liquido contendo
50ug/mL de ampicilina. Os tubos foram novamente indokacerca de 16 horas a 37°C e a
seguir foi realizada uma analise rapida conformscrit® por Rezende e colaboradores
(2005).As culturas bacterianas correspondentespassiveis clones recombinantes foram
utilizadas para realizacdo de minipreparacao pkiahuitilizando okit comercialHigh Pure
Plasmid Isolation (Roche, USA), conforme instrugcbes do fabricantes Plasmidios
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recombinantes (contendo a regido codificante Lfarido confirmados por clivagem com a

endonuclease de restrickqroR (New England, BioLabs, USA) conforme instru¢bes d

fabricante. Para avaliar a orientacdo do insermosgntido sense ou antisense da transcricéo

em relagcdo ao promotor), a endonuclease de resKigd (New England, BioLabs, USA),

foi utilizada conforme instrugdes do fabricanteraPanalise da clivagem, um gel a 2% foi

utilizado conforme descrito no item 3.2.3.

Figura 7 — Esquema representativo do genoma do TBIE¥regides que foram amplificadas

utilizando os respectivos oligonucleotideos, irdoi@s de cadeia.

pcDNA4/HisMax® Vector

Map of The figure below summarizes the features of the peDNA4/HisMax® vectors. The
pcDNA4H isMax™ sequences for pcDNA4/HisMax" A, B, and C are available for downloading from our
World Wide Web site (www.invitrogen.com) or from Technical Service (see page 19).

* Thera is a slop codon
fadbowing tha Xha | sile
in varsion AL

Comments for pcDNA—tI’HIsMaon:
5258 nucleotides

CMV promoter: bases 2328159
T7 promoter/priming site: bases B63-A82

QBl SP163 translational enhancer. bases 917-1078
ATG initiation codon: bases 1080-1082

Polyhistidine tag: bases 1082-1108

¥press™ epitope: bases 1149-1172

Entarckinase recognition site: bases 1158-1172
Multiple cloning site: bases 1172-1245

BGH reversae priming site: bases 1265-1282

BGH polyadenylation sequance: bases 1268-1495
1 ongin: basas 1541-1969

SV40 promoter and origin: basas 1996-2305

EM-T promoter: bases 2353-2408

Zaocin™ resistance gene: bases 2427-2801

SV40 polyadenylation sequence; bases 2931-3061
pUC origin: basas 3444-4117

Ampicillin resistance gene: basas 4262-5122

Figura 7 — Mapa do vetor plasmidial pcDNA4/HisMAKX\itrogen, USA) utilizado para
clonagem do gene L*

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsfmethismax_man.pdf
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3.5. Expressao transitéria da proteina L* do TMEV en células HEK-293-T

3.5.1. Ensaio de transfeccao

Os ensaios de transfeccdo transitorias foram cdchokizutilizando o método de
lipossomo nao-catibnico, reagente de transfed€G@GENE 6 (Roche, USA), conforme
instrucdes do fabricante. As células HEK-293-T [@esente mantidas em meio DMEM
(Gibco, USA), com alta concentracdo de glicosetermio antibiéticos e 5% de SBF foram
preparadas em placas de seis cavidades ou gadef2s cmium dia antes do ensaio, para
conter cerca de 60-70% de confluéncia da monocanfamiautilizado cerca de 1ug da
construcdo plasmidial pcDNA4/HisMAXL*, do plasmidio controle negativo
(pcDNA4/HisMAX) e de uma construcao reporter a qgressa o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg) denominada de plasmpi®i14 (Mouta Junioet al 2003).
Todos os plasmidios utilizados foram previamentefipados utilizando okit QIlAfilter
Plasmid Giga(Qiagen, USA), conforme descrito no item 3.3.2rc@ede cinco dias pos-
transfeccdo, as monocamadas das células transfectachm lisadas conforme instrucdes
contidas no manual do vetor pcDNA4/HisMAX (Inviterg USA), e/ou os sobrenadantes
foram colhidos e reservados para analise. Pardagéal da eficiéncia de transfecgéo, o
sobrenadante da monocamada celular transfectadaocphlasmidio repérter pDM14 foi

testado para a expresséao da proteina HBsAg utlzamkit comercial (BioElisa, Espanha.)

3.5.2. Andlise da expresséao da proteina L* em céhd HEK-293-T

O lisado ou sobrenadante obtido das culturas ddaseHEK-293-T previamente
transfectadas, conforme descrito no item 3.5.1,sidimetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme descrito por moaeeli (1975). Cerca de 20uL de cada
amostra foi aplicado no gel e a eletroforese falizada em sistemdiniprotean Il (BioRad,
USA), conforme instrucdes do fabricante. A segsigéis foram transferidos para membrana
Hybond-P PVDHAmersham, USA) por 25 minutos a 16V, utilizandequipament&semi-
dry (BioRad, USA), conforme instru¢cbes do fabricankes membranas com proteinas
transferidas foram coradas com solucdo de Pongmaparada conforme instrugbes do

fabricante (BioRad, USA) e submetidas a reacaddstern-bloe posteriormente revelacéo
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por quimioluminescéncia, seguindo protocolos pagirée utilizando okit ECL (GE-
Healthcare), conforme instru¢cdes do fabricante. @icapo monoclonal anti-HisG
(Invitrogen, USA), diluido conforme instrucfes ddofficante e o anticorpo monoclonal anti-
HBs-AG9 (2mg/mL), diluido 1:3000 (Vianret al 2006), foram utilizados como anticorpos
primarios na reacdo dé/estern-blat Como anticorpo secundario, foi utilizado o anm

anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidasm{ga, USA).

3.6. Obtencdo de soro policlonal anti-L* utilizandoa metodologia de imunizagéo
genética

3.6.1. Procedimento de inoculacao

Todo procedimento de inoculagéo animal foi realizednforme aprovacéo pelo Comité
de Etica para Uso de Animais-CEUA, licenca L-0082Micialmente o soro pré-imune foi
colhido de cada animal (coelhos Nova Zelandia casopaproximado de 1,5Kg) a ser
inoculado, sendo dois dias antes do primeiro piotaato de inoculacao plasmidial. Um dia
antes da cada primeira inoculacao plasmidial, fordministradas subcutaneamente no dorso
dos coelhos, o agente quimico bupivacaina (2,5dgpeso do animal), visando a
sensibilizacdo local. A construgdo plasmidial pcBMASMAXL* e o plasmidio controle
negativo pcDNA4/HisMAX, previamente purificados paigapreparacdoes plasmidiais
conforme descrito no item 3.2. foram inoculadosamiuscularmente (5Q@/mL cada dose)
em cada animal separadamente, perfazendo um tetatinto inoculacdes/doses, com
intervalos de aproximadamente 7-10 dias. O somwada animal foi obtido em cada intervalo
de inoculacdo, para posterior avaliagdo. Ao firaledperimento, por puncdo cardiaca foi
colhido o sangue total. Todos os soros foram indobgor 24 horas a 4°C logo apods coleta.
A seguir, os mesmos foram centrifugados por 10 toga 453g e o sobrenadante recuperado

aliquotado e armazenado a -70°C até o momentoade us

3.6.2. Avaliacéo de soro policlonal por Western-bto

Amostras dos soros policlonais obtidas conformescrito no item 3.6.1,

intermediarias e da sangria total foram avaliadssntp a reatividade com a proteina L*
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previamente imobilizada em membrana de PVDF, camdodescrito no item 5.2 (lisados).
Como anticorpos primarios, foram utilizados soroficipnais puros, previamente tratados
conforme descrito no item 3.6.1 ou purificados pooteina A (diluidos 1:10), conforme
descrito por Mouta Junior e colaboradores (200&surmidamente, cerca de 1mL de cada
soro obtido foi diluido em tamp&inding Buffer MAPS I(BioRad, USA) e filtrado em mini-
filtro de 0,45pg Millex-HA (Millipore, USA). A segu 1mL da resina de cromatografia de
afinidade por proteina A (BioRad, USA) foi empadataem uma mini-coluna (BioRad,
USA), que foi entdo lavada e equilibrada com o tmipinding Buffer MAPS 110 soro
diluido foi aplicado na coluna e um fluxo de presséilizando bomba peristaltica (BioRad,
USA) foi mantido correspondendo a 1,5mL/min. A cauoi lavada conBinding Buffer
MAPS Il e a seguir 15 fracbes de 1,0mL foram coletadasa Gatao foi avaliada em
espectrofotdbmetro medindo-se a densidade otica @230 nm. A pureza das fracdes foi
avaliada em gel SDS-PAGE aplicando cercajdede cada fracdo com densidade 6tica (DO)
alta (acima de 1.5 de DO) e os géis foram coradidigzando o coranteCoomassie Blue
preparado conforme instrugbes do fabricante (BioR#8A). Cada volume de anticorpo
purificado foi diluido 1/2 em glicerol e estocade2&’C.

Como anticorpos secundarios foram utilizados @i-de coelho conjugado com
peroxidase (Sigma, USA) ou anti-lgG de camundoraugado com peroxidase (Promega,
USA) (no caso da deteccdo controle-reporter). Amdmrgugados foram diluidos conforme

instrucdes do fabricante.
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4. RESULTADOS

4.1. Adaptacdo de uma amostra do virus BeAn 8386 tida através da inoculacdo em
cérebro de camundongos em cultura celular BHK-21

As Figuras 7A e 7B apresentam fotografias quenfoohtidas das culturas celulares
BHK-21 néo infectadas (7A) e infectada (7B), conferdescrito no item 1.2 de Material e

Métodos, o qual esta de acordo com o CPE obserpado TMEV-BeAn (Hertzlert al
2000).

Figura 7A — Fotografia obtida da cultura celularlBBil ndo infectada apés 48hs de
incubacéo, garrafas de 25ttoontrole celular).
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Figura 7B — Fotografia obtida da cultura celularkBRil infectada com 100uL de amostra
TMEV-BeAn8386 recebida de Belém, apds 48h de incéiba

4.2 Ensaio de titulagdo em placas para avaliagdo ditulo viral da amostra BeAn8386
adaptada a cultura celular BHK-21

O ensaio de titulacdo em placas apresentou piadafnidas e de dificil contagem.
Duas diluicdes foram utilizadas neste ensaio 11216. Mesmo na diluicdo de 1:10 n&o foi
possivel considerar o resultado obtido para de&fondp titulo viral.

4.3 Estabelecimento do método de RT-PCR visando éetar infeccdo em culturas
celulares BHK-21 inoculadas com TMEV

A Figura 8A apresenta o resultado final do procedsgadronizacdo do RT-PCR
utilizando os oligonucleotideos iniciadores de @dedicados no quadro 2 de materiais e
métodos. As temperaturas de anelamento seleciofades aguelas que forneceram como

resultado final amplicons sem a presenca de baiEspecificas (para os pares de
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oligonucleotideos IRES, L* e regido 3A3B, respeaatiente, 57C, 50C e 6£C). O RNA
total extraido das amostras foi também avaliadotgua eficiéncia do método de extracdo
por amplificacdo do RNA total utilizado nas reacé@ks RT-PCR com oligonucleotideos
especificos, e também com oligonucleotideos pagene daf-actina (Figura 7B). Como
controle positivo, uma amostra inicial de RNA ebdea de célula BHK-21 infectada
inicialmente (passagem 1, Figura 9), foi utilizgzbra avaliar a positividade das amostras
consecutivas (passagens de 2 a 10). Tal amostusilibada em todas as reagdes de RT-PCR

L* 3A3B IRES 1kb 100pb

oy = S

1 2 3 4 5 6 7 & 10 11 12 13

Figura 8A — Figura do gel de agarose contesmuipliconsde RT-PCR relativos a infeccéo de
célula BHK-21 por TMEYV e colheita de 5 dias posogédo, bem como CC (célula BHK-21
nao infectada), utilizando oligonucleotideos edjmxs para as regidées do genoma do TMEV.
Linha 1. CC-regido L*, 2.amostra infectada L*, 3rf@ole positivo L*, 4. controle de mix L*;
5. CC- regido 3A3B, 6. amostra infectada regido BABControle positivo regido 3A3B, 8.
controle de mix regidao 3A3B; 9. CC-IRES, 10.amostfactada IRES, 11.Controle positivo
IRES, 12. controle de mix IRES; 13. Marcado de pesxdecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen, USA), 14. Marcador de peso moleculdddb DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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CC ainf C+ C mix 100pb
1 2 3 4 5

385pb
—

Figura 8B — Figura do gel de agarose conteadaplicons obtidos por RT-PCR de
monocamada de célula BHK-21 5 dias ap0s infeccaoTMEV e colheita 5 dias poés-
infeccdo, bem como CC (célula BHK-21 néo infectadajlizando oligonucleotideos
especificos para as regides do gefi-datina. Linha 1. CC, 2. amostra infectada, 3. @ibat
positivo e 4. Controle de mix. 5. Marcador de pesolecular 100pb DNA Ladder
(Invitrogen, USA).

123 4 506

269 DPep

Figura 9 — Figura do gel de agarose contendo aamdicesultantes da técnica de RT-PCR
relativos a infeccao de célula BHK-21 por TMEV dheita 3 dias pos infeccao, bem como

CC (célula BHK-21 néo infectada), utilizando oligafeotideos especificos para a regido da
IRES. Linha 1. amostra infectada, 2. CC, 3. dugdiaza amostra infectada, 4. Controle de
Mix, 5. Sem amostra, 6. Marcador de peso moled@i@pb DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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4.4. Padronizacao de um método de PCR em tempo reabando quantificar estoques

virais de culturas celulares BHK-21 infectadas peld MEV

Trés construcbes plasmidiais denominadas de pCRLIRER4L* e pCR2.13A3B,
respectivamente contendo as regifes da IRES, tadgi@ codificante da proteina L* e a
regido 3A3B do TMEV foram obtidas. Pelo seqienci@me alinhamento com a sequéncia
referéncia doGenBank(numero de acesso Gl: 335239) foi possivel cowirgerem tais
sequéncias as regides especificas do TMEV. A Fidlraapresenta o gel resultante da
digestao de gigapreparacdes correspondentes asugdes plasmidiais pPCR4IRES, pCR4L*
e pCR2.13A3B, onde é evidenciada a presenca dedassclonados (regides especificas do
TMEV).

Figura 10 — Figura do gel de agarose das digestéagigapreparacdes correspondentes as
construgbes plasmidiais pCR4IRES, pCR4L* e pCR23BAcom a endonuclease de
restricioEcaRI. Linha 1. Marcado de peso molecular 1kb Plus Dh&lder (Invitrogen,
USA); 2. pCR2.13A3B- néao digerido, 3. pCR2.13A3Byatido; 4. pCR4L*- n&o digerido, 5.
pCRA4L* digerido; 6. pCR4IRES néao digerido, 7. pCRES digerido; 8. Marcador de peso
molecular 100pb DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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Para obtencdo das curvas-padrdes, inicialmenteeftizado um ensaio de RT-PCR
utilizando os oligonucleotideos iniciadores de @d@uadro 3 do item Material e Métodos)
0S quais seriam utilizados nas reagdes de PCR rapoteeal. A Figura 10 apresenta o gel
resultante com os amplicons obtidos utilizando t@ligonucleotideos. Para as reacfes
utilizando todo o plasmidio ndo se evidenciou asgmea de bandas inespecificas, com
excecao de uma pequena banda inespecifica parst@ugg@o plasmidial pPCR4IRES e para a
construcdo plasmidial pPCR4L* (com os oligonucleetisl L*/2). Para as reacdes utilizando-se
os fragmentos digeridos a partir dos plasmidiostetwlo 0 gen L*, apareceram bandas
inespecificas (utilizando dois pares de oligonudtsms iniciadores de cadeia desenhados

para o gene L*) de intensidade relevante.

3A3B IRES *L L*

A A A A
A4 NS N A\

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16

P — oy — » = —— e a— = R i
E 289pb
| K—H
10155 """ 72pb S
K—H /_H A
........ »

U i R e B g - b nd L
RS et L e A b e e e Y

Figura 11 — Figura do gel de agarose contemdpliconsresultantes da técnica de RT-PCR
relativos utilizando como molde as construcdes mpidisis pCR4IRES, pCR4L* e
pCR2.13A3B ou os insertos digeridos e purificadostidos nestes plasmidios. Linha 1.
pCR2.13A3B, 2. Inserto purificado do pCR2.13A3B,Cntrole positivo, 4. Controle de
mix; 5. pCR4IRES, 6. Inserto purificado do pCR4IRESControle positivo, 8. Controle de
mix; 9. pCR4L*, 10. Inserto purificado do pCRL*, .1Qontrole positivo, 12. Controle de mix
(com casal de oligonucleotideos iniciadores L*/3; pCR4L*, 14. Inserto purificado do
pCR4L*, 15. Controle positivo, 16. Controle de migom casal de oligonucleotideos
iniciadores L*/2); 17. Marcador de peso molecul@@@db DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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A curva padréo obtida utilizando a construcdo pldethpCR2.13A3B mostrou uma
sensibilidade de deteccédo de 10 copias (molécda®NA na PCR em tempo real realizada

com um valor de Rde 0,999 (Figura 11).

E‘E 7500 System SDS Software - [Alvaro 180509 (clone 7) {Absolute Quantification)] - g
Bl Fe View Toos Instrument Analysis Window Help x
Oz SR EEHE s ?
Setup ¥ Instrument YResults

Plate § Spectra § Component ¥ Amplification Plot { Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report 'y

Delta Rn vs Cycle

1.08+000 [
—— Date: |Delta RnwsCycle v
e = Detector: [Al B
Line Color: |Well Color hd
1.06-001
Analysis Settings
i Auto Ct
roeme (" Manual Gt
Threshold: |0.05134213
i & Au Bssee
§  10e003
T g
O
Start(cycle): iJ’«um
Toe0ne End (eyele). [Aum
Help
1.0e-005
1.06-008

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

CycFel Number
6

7 & start [é3 7500 System s... | R 09:37

Figura 12 — curva padréo gerada para a padronizzg&@CR em tempo real para a regiao
3A3B (construcao plasmidial pCR2.13A3B).
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Utilizando o plasmidio pCR4L*, a sensibilidade i@ 17 cépias (moléculas) de RNA
(utilizando tanto o par de iniciadores L*/1 ou Ld2 oligonucleotideos iniciadores de cadeia

e sondas especificas) e valor del®0.999 (Figura 12).

E‘]‘TEOO System SDS Software - [Alvaro 190509 (clone 8, probe 1282) {Absolute Quantification)] IZJ
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" Manusl Ct

Threshald: |0.1270789

@ Auti Baselin

1.0e-002

Delta Rn

ol
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Figura 13 — curva-padréao gerada para a padronizig&®& LR em tempo real para a regiao L*
(construcao plasmidial pCR4L*).

N&o foi possivel padronizar o PCR em tempo reéizatido a construcao plasmidial
PCR4IRES, pois apds a rea¢do nenhuma deteccadfesppode ser observada.

A quantificacdo de moléculas de RNA do TMEV em ulos referentes a primeira
passagem viral em células BHK-21 de colheita ddrqudias (utilizando 10uL do in6culo
original enviado de Belém) e da segunda passagerhem células BHK-21 de colheita de
um dia foi realizada. Para a amostra de primeisgggem a quantificacdo foi de 2318 copias
para a regido 3A3B correspondentes a 1,53cdpias/mL de indculo viral. Para o gen L* a
quantificacéo foi de 196 cépias correspondente?2ax 11d" cépias/mL. Para a amostra de

segunda passagem a quantificacdo forneceu umaladixo da curva. O mesmo ocorreu para
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o gen L*. A quantificacéo foi de 2 cOpias, ou seja, quantitativo abaixo do valor minimo da

sensibilidade do método, de acordo com a curvapadr

4.5. Clonagem e expresséo do gen L* do TMEV em ssta de células de mamifero

A Figura 13 apresenta o resultado da digestdo cemdanuclease de restricEpnl
((New England, BioLabs, USA), da construcdo plasahigcDNA4/HisMAXL*, onde é
possivel observar a presenca do inserto com tamardrentacdo de clonagem correto, de
acordo com os mapas de restricdo calculados. Atrogas pcDNA4/HisMAXL* (clone 6)
foi selecionada e utilizada em um ensaio de tragéfe transitoria em células HEK-293-T,
para avaliagdo do perfil de expressdo da protefnaApds cinco dias de incubacgéo das
células transfectadas, visando acumulo da protedégeetada no sobrenadante das células
transfectadas, ou no espaco intracelular, as sékila sobrenadante foram avaliados pela
deteccdo da proteina de fusdo histidina em um eerdaiWestern-blat utilizando um
anticorpo especifico anti-histidina. Nenhuma praiepode ser detectada no sobrenadante
celular, no entanto na avaliacédo do lisado cejutaiemos detectar a presenca da proteina L*
pela deteccao indireta pelo anticorpo anti-hisadi® peso molecular total detectado foi de
25kDa, correspondendo a 18kDa da proteina L* somaadikDa das 6 histidinas da proteina
de fusdo (Figura 14). O controle de transfecc¢goofter), utilizado neste ensaio foi avaliado
pela deteccdo em ELISA comercial, utilizando kitrpara deteccdo da proteina expressa pelo
reporter HBsAg. O resultado obtido, com uma denlgdatica (D.O.) de 1.2 para a amostra
de sobrenadante de célula transfectada com o plesplDM14 e 0.100 para a amostra de
sobrenadante de célula ndo transfectada (contegativo), ambas com volume testado de

100uL; mostrou que a técnica de transfeccgao foi efteien
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Figura 14 — Figura do gel de agarose das clivagensiinipreparacfes correspondentes as
construcbes plasmidiais pcDNA4/HisMAXL* (diferenteglones testados) com a
endonuclease de restric&pnl. Linha 1 (orientacdo incorreta), 2. Clone 2 (otégdo
incorreta), 3. Clone 3 (orientacdo correta), 4.n€la@l (orientacdo incorreta), 5. Clone 5
(orientagdo correta), 6. Clone 6 (orientacao cajrét Marcador de peso moleculaw DNA
Mass Ladde(Invitrogen).
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Figura 15 — Figura da radiografia por quimiolumoesgcia obtida da exposicdo da membrana
de polyninylidene fluoride®VDF previamente incubada por anticorpos espesifean ensaio
de Western-blot para deteccédo da expressao ddnadte em lisado de células HEK-293-T
previamente transfectada. Linha 1. Marcador de pestecularMagiMark™XP Western
Protein Standard (Invitrogen,USA),2. Sem amostra,3.HEK-293-T tracthda com
pcDNA4/HisMAXL*, 4. Sem amostra, 5. HEK-293-T ndansfectada, 6 e 7, Sem amostra,
8. Marcador de peso molecuMagiMark™XP Western Protein Standafitivitrogen, USA),

9. Pesos moleculares (KDa) correspondente ao narddalgiMark™XP Western Protein
Standard(Invitrogen, USA).
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4.6. Imunizacao genética visando obtencdo de soqualiclonais anti-L*

Os soros dos coelhos inoculados e coletados emewliés intervalos de inoculacéo
com o plasmidio de expressdo em células de mamifertendo o gen L* do TMEV
(pcDNA4/HisMAXL*) ou n&o (controle negativo) (pcDNWHiISMAX) foram avaliados em
ensaio de Western-blot onde a proteina a ser ddtectorrespondeu a proteina L*
recombinante expressa no sistema de células HEKF2&nforme descrito no item 5 de
resultados. Foram avaliados o0s soros puros e ctvtades e também purificados por proteina
A (concentrados e diluidos). Utilizando o soro méoificado relativo & sangria total, foi
possivel detectar-se uma banda somente no lisaglosféctado com o plasmidio
pcDNA4/HisMAX de peso molecular em torno de 50 Kpayém nenhuma banda em torno
de 24 KDa pode ser detectada (Figura 15A e B). Gnmmeresultado foi obtido, apés

avaliagéo dos soros coletados durante as inocidagoe

Figura 16A e B — Figura da radiografia por quimininescencia obtida da exposicao da
membrana de PVDF previamente incubada por antiscgppecificos em ensaio déestern-
blot para avaliacdo do soro policlonal obtido pela utacdo de coelhos com a construgéo
plasmidial pcDNA4/HisMAXL*. Figura A-Linha 1. HEK23-T ndo transfectada, 2. Sem
amostra, 3. HEK-293-T transfectada com pcDNA4/HisMA 4. Sem amostra, 5. Marcador
de peso moleculaviagiMark™XP Western Protein Standabhvitrogen, USA). Figura B-
Linha 1. Marcador de peso molecuMagiMark™XP Western Protein Standafithvitrogen,
USA), 2. Marcador de peso molecuMagiMark™XP Western Protein Standafidivitrogen,
USA), 3. Sem amostra, 4. HEK-293-T néo transfect&daSem amostra, 6. HEK-293-T
transfectada com pcDNA4/HisMAXL*, 7. Sem amostra, Marcador de peso molecular
MagiMark™XP Western Protein Standafidvitrogen, USA).
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5. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo geral trazer cheoimento e algumas ferramentas
necessarias para a implantacdo de um modelo deireepéal animal que pudesse trazer
melhores informacgdes quanto a atividade biolégeamd IFN humano recombinante frente
a doenca EM. O Instituto de Tecnologias em Imurldbioos-Bio-Manguinhos tem com
meta desenvolver e produzir este IfNatendendo a uma demanda do MS que no momento
prioriza o desenvolvimento e producdo do mesmos Dwdelos animais para EM sdo bem
estabelecidos e utilizados: o modelo EAE e o modidoinfeccdo pelo TMEV. Pelas
informacBes disponiveis na literatura ambos o0s Ionedeapresentam vantagens e
desvantagens, porém é fato indiscutivel que o madkelinfeccdo TMEV é o mais similar a
infeccdo desmielinizante humana (Dal Canto 1995, ©anto et al 1996, Tsunoda e
Fujimami 1996, Meaghest al 2007, Nelsoret al 2004, Frieseet al 2006, Mix et al 2008,
Merrill 2009). Também uma possivel associacado \@raugerida como causadora da EM
através de estudos epidemiolégicos (Welsal 2009), por isso também o modelo de infec¢ao
TMEV é o padréao ouro.

Conforme descrito na literatura (Fox, 2008) a égteudo TMEV € relativamente
simples e somente algumas proteinas estdo enwelvidainducdo da resposta imune. O
TMEV-BeAn é um virus que apresenta neurotropissto,quer dizer que a desmielizacéo é o
principal fator da infeccdo. Por exemplo, o envolnto inflamatério é limitado a substancia
cinzenta do SNC e o dano da camada de mielina rekiéionado diretamente com a
progressdo da infeccdo e com os sinais clinicosdaknca no animal. Finalmente a
desmielizacdo € inicialmente associada com a resposine mediada por células. Uma
severa autoimunidade para antigenos de mielinalézite seguindo a desmielizacdo por
célula T-virus especificas (Kiret al 1999). Por estas razdes, foi selecionado o modelo
TMEV-IDD, no entanto surpreendemente, o0 modelo poti@zer na verdade, uma gama de
informacgdes que poderao contribuir para a compé&seda EM e por consequéncia, auxiliar
no desenvolvimento de novas drogas.

A amostra TMEV recebida do Instituto Evandro Chagaem, gentilmente cedida
pelo Dr. Pedro Fernando da Costa Vasconcelos pomds a um macerado cerebral de
camundongos inoculados com TMEV- amostra subgruppBeAn 8386, a qual de acordo
com a literatura causa uma infecgdo crbnica comissitlinicos especificos neurolégicos no

maximo 50 dias pos-infeccdo em camundongos susetvnfeccado (Oleszadt al 2004).
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N&o foi possivel obter informacfes quanto aoditutal da amostra nem se a mesma
ja havia sido previamente adaptada a cultura ddasglque normalmente sdo utilizadas para
producdo de particulas virais, tais como BHK-21 16829. Naturalmente em culturas
celulares BHK-21, amostras do subgrupo TO replisanmal e com um titulo cerca de dez
vezes menor do que para amostras do subgrupo GDMlIseja, amostras BeAn sao
fastidiosas. Este fato € comprovado pela morfoldgs placas virais 0s quais se apresentam
com cerca de 2,5mm para amostras do subgrupo GB&\¥bm cerca de 0,5mm para do
subgrupo TO (Takano-Maruyama et 2006). O mecanidenadaptacdo a cultura celular das
amostras do subgrupo TO é bastante critico, cormpéXimitado a repetidos ciclos de
passagens virais em cultura celular permissivelrdfigacdo de placas virais para isolar
somente populagdes ndo-persistentes. Isso ocagagoaturalmente uma pequena fracao de
células BHK-21 resiste a infec¢do pelo TMEV-BeArado utilizado in6culo com alto valor
de multiplicidade de infeccdo (MOI) (Hertzlet al 2000). De fato, alguns laboratorios tém
mostrado um perfil de persisténcia do TMEV-TO enule8 infectada in vitro, e este padrao
de persisténcia apresenta caracteristicas especifis como: CPE restrito e infec¢ao restrita
a somente uma porcdo da monocamada celular (Lieb@y2002). Roos e colaboradores
(1982) infectaram persistentemente cultura celula®29 com TMEV-DA. Pela
caracterizagdo viral as particulas ndo foram seissé/temperatura e ndo havia a presenca de
particulas interferentes. Ndo foram encontradad®éammutacdes no gen codificante para a
proteina do capsidio viral. Visando obter uma pagib clonal em células BHK-21 de
amostras TMEV-BeAn resistentes, Hertzler e colatames (2000) infectaram células BHK-
21 a um valor de MOI de 10 por varias semanas €uuro consecutivas passagens.

Aparentemente o aumento da temperatura néo foitiresipara a replicagcéo viral. A
colheita realizada 24 horas pos-infec¢do, 0 qualpgocesso empregado pela maioria dos
autores para producéo de particulas virais naosiesesso neste trabalho (Fulitral 2004).

Foi observado que a todas as colheitas de 3 asSfaiiaecia amplificacdo de genoma viral,
quando avaliado pela técnica de RT-PCR e de PCRmpo real. E possivel que passagens
seriadas que foram realizadas (até dez passagem®nbam particulas virais capazes de
fornecer um titulo viral razoavel para dar contitagie a experimentos posteriores, pois ndo
houve tempo habil para avaliar tais estoques peftodo de PCR em tempo real.
Experimentos posteriores serdo necessarios pataravatros estoques que possam ser
utilizados na continuidade deste trabalho, incligivaliando estoques de mesmas passagen,
realizados com diferentes temperaturas de incubaigioem diferentes momentos. Também

sera necessario fazer um paralelo entre quantificde moléculas gendmicas e o titulo viral
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visando termos uma idéia do titulo viral de nosssisques e assim realizar novas infeccoes
com MOI virais baixos que evitem a persisténciaidas em culturas BHK-21.

O método de PCR convencional tornou-se extremantgihtea avaliacdo da presenca
de particulas virais. Para estabelecimento destedméfoi utilizado trés pares de
oligonucleotideos iniciadores de cadeia para ditese regides do genoma do TMEV. A
escolha da regido do genoma do TMEV para o desdokopares de oligonucleotideos
iniciadores de cadeia para as regides IRES e 3A&8B0es mais conservadas do genoma) foi
baseada em Trottier e colaboradores (2002), o fqualapaz de padronizar um método de
PCR em tempo real para deteccao da infeccao maresie TMEV no SNC de camundongos
suscetiveis infectados pela amostra BeAn. Incluiomosterceiro casal que corresponde a
regido L*, a qual é sobreposta a regido L (leademjlos os trés casais de oligonucleotideos
forneceram amplificacdes especificas, utilizandoostras de RNA correspondente aos
estoques de cultura celular BHK-21 infectados p@Am® A inclusdo do casal de
oligonucleotideos iniciadores para L* foi visandastar informagfes quanto a presenca de
moléculas L e L* e correlagdo com persisténcia fiuturo proximo (Eyll e Michiels 2002,
Delhayeet al 2004, Asakurat al, 2007).

O método de PCR em tempo real foi padronizado com sensibilidade de deteccéo
alta, principalmente utilizando a regidao 3A3B dog®ma do TMEV. Na verdade Trottier e
colaboradores (2002) também tiveram um resultadulssi para esta regido, onde em
comparacdo com a IRES, também utilizada por aquelésres foi muito melhor. Neste
trabalho ndo alcancou sucesso a amplificacdo empoteeal para a regido IRES. A IRES é
uma regido que apresenta uma estrutura nucleotdicamamente rica em grampos o que
provavelmente dificulta o acesso dos oligonucleatédiniciadores e sondas para ligacdo e
amplificacdo. O mesmo fato provavelmente ndo ooopara o par de oligonucleotideos
iniciadores de cadeia para a IRES do PCR conveaicpmrque ndo havia a presenca de uma
sonda que limitou a temperatura de anelamento (paRCR em tempo real at al,
temperatura de anelamento foi dé®&g sendo assim utilizamos uma temperatura 86.57

Foi possivel expressar, transitoriamente no sistdeneélulas HEK-293-T a proteina
L*, no entanto esta proteina apresentou-se expiasa&elularmente, provavelmente pela
presenca da histidina na porcado N-terminal da prat® que sinaliza a mesma para um perfil
de nédo secrecédo (Vianea al 2003). O objetivo principal foi obter antigeno gp&estarmos a
producao de anticorpos policlonais pelo métodandeizacdo genética. Seria interessante se
obter soros anti-L* os quais poderiam diagnostipancipalmente em cortes histolégicos a
presenca da proteina L*, a qual é indicativo danicidade e evolugcdo para um quadro
desmielinizante (Eyll e Michiels 2002, Trottiet al 2004, Asakura 2007). A imunizacao
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genética € uma atrativa forma de geracdo de aptisagspecificos para proteinas de dificil
purificacdo, possibilitando através da inoculag@@ldsmidios contendo os genes de interesse
a expressao destas proteinas em modeloiyo similares as nativas e desta forma, a geracao
de resposta imune especifica frente ao antigenangret al 1997, Gardsvolkt al 2000,
Shedlock e Weiner 2000, Moonsanal 2001, Tymeiwet al 2002, Puttikhunet al 2003, Ni

et al 2004, Batest al 2006). Vérios protocolos tém sido utilizados pareealizacdo desta
estratégia, os quais variam bastante com relagdasa de plasmidio injetado, o local de
imunizacado, a utilizacdo ou ndo de substanciassgeuam capazes de recrutar células do
sistema imune para a regido de imunizacdo, por gweocom a utilizacdo da substancia
bupivacaina, entre outras. Recentemente nosso ghipee sucesso na geracao de anticorpos
monoclonais anti-IFNg- utilizando tal estratégia (Cantebit al 2009). No entanto nédo foi
possivel a obtencédo de antisoros policlonais antiflalvez tenham ocorrido problemas de
deteccdo da proteina L* com o antisoro policlomdl-B*, uma vez que so6 foi realizada a
reacdo com anti-imunoglobulina conjugado do tiptai-IgG). A expectativa é que exista a
producdo de imunoglobulina do tipo M (IgM) majoriganente nos soros policlonais, como
Nosso grupo pode ja evidenciar em experimentoshegvio a imunizacao genética (Cantelli
et al2009).
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6. CONCLUSAO

- Foi possivel detectar infeccdo do TMEV até adieacpassagem.

- O método de RT-PCR padronizado foi capaz de tetecgenoma viral em células
BHK-21 na primeira, segunda e terceira passagem.

- O método de PCR em tempo real foi capaz de dicamtio nimero de copias do

genoma do TMEV em BHK-21.
- A clonagem do gen L* do virus em plasmidio peiuméd expressao transitoria da

proteina em células de mamiferos, entretanto airagdio de coelhos com tal plasmidio ndo

foi capaz de induzir a produgao de anticorpos mo.so
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7. PERSPECTIVAS

O trabalho apresentado abre uma gama de perspeftttusas que poderao trazer, além
do estabelecimento do modelo TMEV-IDD em Bio-Mamipais, informacdes para o
entendimento da doenca EM e da biologia do TMEVnidonento as perspectivas sao:

1. Redigir um manuscrito para submissdo em revistarnational indexada
apresentando o método de PCR em tempo real paddonjzara quantificagdo
viral em cultura celular.

2. Avaliar o perfil de expressdo da proteina L* e @®ido 3A3B durante a
replicacdo do TMEV em culturas celulares, por gfisahdo de indculos

relativos a diferentes passagens realizadas.

3. Produzir o anticorpo anti-L* utilizando como antigepara imunizacéo a proteina
L* recombinante previamente purificada por cromedfig de imobilizacdo de

ions metélicos (IMAC).

4. Propagar o TMEV em culturas BHK-21 visando purif@a de particulas virais.

5. Inocular a amostra viral purificada TMEV obtida gehoculacdo em células
BHK-21 em camundongos SJL/J para posteriomenteaaaleplicacdo viral na
coluna espinhal destes animais pela técnica dednCRmpo real e pela deteccao

especifica de proteina L* com anticorpos espedfico
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