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INTRODUCAO

A infeccdo por ZIKV provoca intensa morte celular por apoptose em células-tronco
humanas precursoras de células neurais, ¢ a inducdo de apoptose nessas células parece ser
dependente da ativagao do receptor Toll-like-3 (TLR3) e caspase-3 [1,2]. Esses achados indicam
que o ZIKV ¢ altamente neurotrépico e atinge o sistema nervoso central apos a infecgcdo, o que
implica que o virus pode ser prejudicial, tanto no adulto, quanto durante o desenvolvimento
cérebro nos fetos [3].

A fagocitose de corpos apoptoticos, processo denominado eferocitose, € realizada tanto
por fagocitos profissionais, como os macrofagos e células dendriticas (DCs), como por fagocitos
ndo profissionais, como as células epiteliais [4]. A remog¢ao de corpos apoptéticos ¢ fundamental
para manutencdo da homeostase nos diferentes 6rgaos, e esse processo ocorre em diferentes
etapas, sendo essas denominadas “find me”, “eat me” e “digest-me”. A interacdo via receptores
eferociticos, bem como a degradacgdo dos corpos apoptoticos estéreis, etapa denominada “digest-
me”, leva a diferenciacdo de fagocitos em um perfil tolerogénico ou anti-inflamatdrio, reduzindo
a expressao de moléculas ativadoras e promovendo a producao de mediadores anti-inflamatorios
[5]. Esse ambiente tolerogénico permite a manuten¢ao da homeostase tecidual, e promove um
microambiente favoravel para diferenciacdo de linfécitos T reguladores, prevenindo o
desenvolvimento de doengas autoimunes [6].

Por outro lado, durante o processo infeccioso, as células teciduais acometidas pela
infeccdo de virus ou bactérias entram em processo de morte celular, e DCs e macrofagos removem
esse corpo apoptotico, contendo o patdégeno no seu interior. Durante o processo de degradagdo do
corpo apoptdtico, as DCs podem apresentar peptideos, via MHC-II, oriundos tanto do patégeno,
quanto de peptideos proprios, provenientes das células apoptdticas infectadas [7,8]. Além disso,
o perfil imunogénico dessas DCs, tornam-as habeis em migrar para o linfonodo e induzir a
diferenciacdo de linfocitos T CD4+ em diferentes subpopulagdes de células T helper [9]. A
apresentacdo desses peptideos proprios por DCs, mediante a eferocitose de células apoptoticas,
torna essas células permissivas em induzir a ativacdo de clones autorreativos e, aumenta as
chances de desencadear uma doenga autoimune [10].

Os ensaios funcionais de validacdo de ativacdo de linfocitos durante o processo de
eferocitose de células apoptoticas necessitam do reconhecimento de peptideos especificos,
utilizando ensaios de co-cultura de DC e linfocitos TCD4 naive. Um dos protocolos mais
utilizados para o reconhecimento de peptideos especificos ¢ através da expressdo de proteinas
heterdlogas ao organismo humano, cuja sequéncia seja expressa constitutivamente na célula,
mimetizando a expressdo de um antigeno proprio. A ovalbumina (OVA) é a proteina mais
abundante na clara no ovo e tem sido amplamente utilizada em pesquisas como um modelo de

antigeno para estudos de imunizagdo e vacinagdo [11-13].



Nesse modelo experimental, utiliza-se linfocitos T isolados de animais OT-1 ou OT-II,
que possuem o TCR transgénico, para o reconhecimento de peptideos de OVA. Inumeros estudos
comprovam a eficacia do sistema de infec¢ao por lentivirus para expressao constitutiva de OVA
por fagocitos, permitindo a apresentacdo desse peptideo via MHC II e a ativagdo de TCD4+ [14-
16].

Para que a célula de mamifero em cultura expresse permanentemente a sequéncia
codificante da proteina heter6loga, ¢ necessario que a sequéncia nucleotidica seja inserida no
DNA gendmico, sob controle de um promotor reconhecido pela hospedeira. Para isso, pode ser
usado um sistema com vetor viral, tendo como exemplo o sistema de lentivirus [17]. Os lentivirus
sdo virus envelopados da familia Retroviridae que possuem como material genético duas fitas
positivas de RNA e carregam uma transcriptase reversa, a fim de transcrever o molde de RNA em
DNA complementar [18,19]. Apos a sintese da fita dupla de DNA, essa ¢ integrada ao genoma da
célula infectada, que passa entdo a codificar as proteinas virais e a sintetizar novas fitas de RNA
genOmico viral para a formagao de novas particulas [20].

Com a evolugdo da ciéncia, foi possivel desenvolver novas tecnologias, em que particulas
semelhantes a de lentivirus sdo utilizadas como um vetor de transferéncia genética, podendo fazer
com que uma sequéncia codificadora de interesse seja integrada ao genoma de uma célula
hospedeira, processo que ¢ chamado de transdugdo [20]. O lentivirus recombinante ¢ comumente
utilizado para a transferéncia de genes, devido a sua caracteristica de pantropismo, ou seja, tem
afinidade por receptores de diferentes células. A integracdo da sequéncia de interesse ao genoma
da célula hospedeira proporciona uma expressao permanente [20].

A particula de lentivirus deve ser montada em uma célula hospedeira a partir de, pelo
menos, dois plasmideos: um que contém a codificacdo do gene de envelope e outro codificando
elementos essenciais. Para a montagem da particula viral, inclui-se o plasmideo de transferéncia
lentiviral, que codifica a proteina de interesse e elementos para transcri¢do. Essa sequéncia entre
os elementos serd transcrita no RNA genomico a ser empacotado na particula viral a se formar
[21]. Portanto, esses plasmideos devem ser transfectados para dentro de uma célula que permita
a facil incorporagdo dos plasmideos a partir do meio externo, e que possibilite a montagem das
particulas. Posteriormente, a transdug@o das particulas virais coletadas ¢ feita para a linhagem de
células em estudo.

Assim, o estabelecimento de um protocolo de expressdo permanente de OVA em
linhagens celulares permite o estabelecimento protocolos experimentais “in vitro”, que visem
avaliar a ativacdo de clones autorreativos durante a eferocitose de células neuronais infectadas
com ZIKYV, ou nos diferentes modelos experimentais de infecgdo € cdncer em projetos nosso grupo
de pesquisa.

Desta forma, o presente relatorio descreve a obtengdo do DNA recombinante contendo a

sequéncia codificadora de OVA, reagente fundamental para a modificagdo genética das células de
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neuroblastoma e avaliagdo da autorreatividade devida a infeccdo por ZIKV. Devido a alguns
problemas técnicos, a eficiéncia da transfecgdo e a transdugdo das células ndo foram finalizadas
até o final deste projeto, mas com o reagente gerado pela respectiva pds-doutoranda, outros

membros do grupo seguirdo com as demais etapas necessarias para avaliar a autoimunidade.

OBJETIVOS
Devido a necessidade de geragdo do DNA recombinante contendo a sequéncia
codificadora de OVA, os objetivos deste trabalho foram reformulados para sua adequada
execucdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi obter o DNA recombinante de OVA para
formagdo da particula de lentivirus carregando essa sequéncia com a finalidade de gerar,
posteriormente, uma linhagem celular de neuroblastoma com expressdo permanente de
ovoalbumina. Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram realizados:
¢ Extracdo do material genético contendo a sequéncia molde de OVA,;
e Amplifica¢do da sequéncia codificadora de OVA por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR);
¢ Clonagem em vetor de transferéncia de lentivirus e confirmacao;
e Preparo dos vetores de formagdo da particula de lentivirus;

¢ Preparo das células de rim de embrido humano (HEK-293) e transfeccao.

MATERIAL E METODOS

1. Extracdo do DNA molde com a sequéncia de OVA

A sequéncia codificadora de OVA foi obtida a partir de células de melanoma B16 geneticamente
modificadas, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Gustavo P. Amarante-Mendes da Universidade
de Sdo Paulo. As células foram mantidas em meio de cultura DMEM-F12 (Lonza) com 10% de
soro bovino fetal (FBS; Sigma-Aldrich) e 0,1% de antibidtico gentamicina (Gibco). Para extragdo
do material genético, as células foram coletadas por tripsinizagdo (50% de tripsina em RPMI sem
soro, Gibco) ap6s confluéncia. Foi utilizado o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega),
seguindo o protocolo do fabricante sem alteragdes. A qualidade do material extraido foi
averiguada por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) e por eletroforese em gel
de 0,8% de agarose em tampao Tris pH 8,0-EDTA-acido acético (TAE), contendo 0,5 pg/mL de
brometo de etidio.

2. Amplificagdo da OVA

O material genético extraido foi utilizado como molde na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
para amplificacdo da sequéncia codificadora de OVA e da sua forma truncada (tOVA). A reacdo
foi realizada pela adi¢ao dos seguintes reagentes: 4 ul. de Tampao 5X, 0,4 pL. de ANTPs (10 mM,
New England Biolabs), 2 pL. do DNA genomico extraido, 0,2 pL. da enzyma Phusion DNA
polimerase (New England Biolabs) e 1 puL de cada primer. As condi¢des da PCR foram: 98 °C
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por 30 s de “hot start”, seguido de 25 ciclos de desnaturacdo a 98 °C por 10 s, anelamento de 55
°C por 10 s e polimerizacao a 72 °C por 90 s, com um ciclo de extensao final a 72 °C por 5 min.
A sequéncia do primer forward para amplificacdo da sequéncia completa foi 5°-
GCTCTAGAATGGGCTCCATCGGTGCAG-3’ e para a amplificacdo da forma truncada foi 5’-
GCTCTAGAATGAGCACCAGGACACAAATAAATAAGGTTG-3’. A sequéncia do primer
reverso foi a mesma para as duas construgoes: 5’-
CGGGATCCAGGGGAAACACATCTGCCAAAAGAAG-3’. As bases sublinhadas sdo
referentes aos sitios de restri¢do das enzimas utilizadas na digestdo para a clonagem do DNA
recombinante. Os produtos de PCR foram posteriormente checados em gel de agarose.

3. Obtencao do vetor

O vetor pLenti-eGFP foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Thiago Aparecido da Silva da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP. A fim de manter uma cdpia, o mesmo foi
primeiramente transformado por choque térmico em células de Escherichia coli DH5a
(Invitrogen) quimiocompetente e o clone foi selecionado em meio de cultura Luria Bertani (LB)
contendo 100 pg/mL de ampicilina.

Colonias transformadas foram inoculadas em 50 mL de LB com ampicilina. As células
foram coletadas por centrifugacdo e o vetor pLenti-eGFP foi recuperado por meio de uma
purificacao plasmidial. Neste procedimento, as células foram ressuspendidas em 20 mL de tampao
salina-fosfato (PBS) e precipitadas por centrifugacdo. As células foram ressuspendidas em 4 mL
do tampao 1 (TE, 100 mM Tris pH 8,0 e 50 uM de EDTA pH 8,0) contendo RNase A. Em seguida,
foram lisadas em 4 mL do tampao 2 (2% dodecilsulfato de s6dio e 200 mM de NaOH), em
temperatura ambiente por 5 min. A alcalinidade foi neutralizada pela adi¢cao de 4 mL do tampao
3 (acetato de potassio 3 M, pH 5,5), proporcionando a precipitacao do lisado celular contendo o
DNA gendmico, o qual foi separado do DNA plasmidial, em solugdo, por centrifugacdo a
17.000xg por 30 min. O sobrenadante foi coletado em um novo tubo e o DNA plasmidial foi
precipitado pela adi¢do de isopropanol, incubando a -20°C por 30 min, seguido de centrifugagao
a 6.000xg por 30 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol
75% e ressuspendido em 0,4 mL do tampao TE e essa solug@o foi transferida para um microtubo.

O DNA plasmidial foi entdo tratado com RNase A por 1 h a 30°C. Apds esse tempo, o
mesmo volume de fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (PCI, 24:1:1) foi adicionado e
homogeneizado, sendo centrifugado a 12.000xg por 5 min. A fase superior polar foi coletada e
PCI foi novamente adicionado, a solugdo foi centrifugada e a fase superior coletada. A fase foi
transferida para uma coluna de purificagdo do kit de Purificagdo de PCR (Genelet, Thermo
Scientific), adicionando o tampédo de ligagdo. Apds centrifugacdo, a membrana foi lavada com
tampao contendo etanol e o DNA plasmidial foi ao final eluido em 50 puL de TE. Sua concentragio
foi quantificada por espectrofotometria em Nanodrop 2000 e sua qualidade foi avaliada por

eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio.



O mesmo procedimento de recuperagdo de DNA plasmidial foi realizado para a
recuperagdo do vetor contendo a sequéncia de codificacdo das proteinas essenciais para o
Lentivirus (psPAX2, Addgene #12260) e para o vetor codificando a glicoproteina do envoltdrio
viral (pMD2.G/VSVG, Addgene #12259).

4. Clonagem

Para realizacdo de um processo de clonagem cléssica, os produtos de PCR (as sequéncias
codificadoras de OVA e tOVA) e o vetor pLenti-eGFP foram digeridos com as endonucleases de
restricdo Xbal e BamHI (Thermo Scientific). Para tanto, foram utilizados cerca de 800 ng dos
produtos de PCR e do vetor, em rea¢des separadas, as quais foram adicionados o tampao da
digestdao e 1 U de cada enzima, completando o volume reacional com agua ultrapurificada para
20 pL. As reac¢des foram mantidas a 37°C por 50 min. O vetor foi desfosforilado pela adi¢do de
1 U de fosfatase alcalina FastAp (Thermo Scientific), a 37°C por 10 min. Os produtos de digestdo
foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Em seguida, a ligacdo foi realizada pela adi¢ao de 15 ng de cada produto de PCR digerido,
separadamente, com 40 ng do vetor digerido e desfosforilado e 1 U da T4 DNA ligase (Thermo
Scientific) em tampao. As reacdes foram mantidas overnight a 4°C e depois, cada uma, foi
transformada em E. coli DH50 quimiocompetente por choque térmico. Os clones positivos foram
recuperados em LB com ampicilina.

5. Confirmagao da clonagem

A partir das colonias transformantes foram realizados indculos em 5 mL de LB-ampicilina
para obtencdo do DNA plasmidial e checagem da clonagem. O DNA plasmidial de cada colonia
foi recuperado utilizando o kit de Miniprep (Genelet, Thermo Scientific), de acordo com o
protocolo, basicamente seguindo as mesmas etapas descritas no item 3, mas em menor escala. A
clonagem foi entdo confirmada por diagnoéstico de restricdo, submetendo cada DNA recombinante
obtido (~500 ng) a uma digestdo com as enzimas Xbal e BamHI (1 U de cada, Fast Digest, Thermo
Scientific) usando as mesmas condig¢des descritas no item 4. Os fragmentos de DNA gerados pela
digestao foram visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose.

6. Transfecc¢ao de células HEK-293

As células de rim de embrido humano (HEK-293 ATCC CRL-1573™) foram mantidas
aderidas em garrafa a 37°C, em 5% de CO», na presenga de meio de cultura DMEM com 10% de
soro bovino fetal e 10 ug/mL de gentamicina até uma confluéncia de 80-90%. Ao atingirem
confluéncia, foram submetidas a tripsinizagio, como descrito no item 1 e cerca de 1.10° células
foram incubadas em garrafas T25.

Para a transfeccdo, os plasmideos codificadores da particula viral psPAX2 e
pMD2.G/VSVG foram homogeneizados, separadamente, com o plasmideo de transferéncia
pLenti-eGFP, pLenti-OVA-eGFP e pLenti-tOVA-eGFP. A homogeneizacao foi realizada com o

polimero catidnico polietilenonimina (PEI, Sigma Aldrich), que facilita a aproximagdo do
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material genético a célula [22]. Foram misturados cerca de 3,3 pug de cada plasmideo, numa
propor¢ao 1:2,5 (m/m) com o PEI [17]. As particulas poliméricas de plasmideos foram
adicionadas as células, juntamente com o meio de cultura sem soro e mantidas por 1 h a 37°C,
quando entdo foram adicionados 10% de FBS e a incubacao foi feita por 72 h para produ¢do das

particulas virais e acimulo no sobrenadante.

RESULTADOS

Uma vez que ndo foi possivel encontrar o vetor de transferéncia contendo a sequéncia de
OVA, o presente trabalho focou em construir esse reagente e estes resultados estdo descritos neste
relatorio.

Assim, apos realizar a extracdo do DNA gendmico das células cedidas de melanoma
contendo a sequéncia codificadora de OVA, este material foi utilizado como molde para a
amplificacdo da sequéncia completa e truncada (tOVA), sem o sinal de membrana. Confirmou-se
a obtengdo das sequéncias por PCR por meio de eletroforese, observando uma banda de tamanho
proximo a 1100 pares de bases (pb) para OVA e de cerca de 1000 pb para tOVA.

Realizadas a digestdao do vetor e dos insertos, as moléculas de DNA foram recombinadas
e as construgdes foram confirmadas por diagnéstico de restrigdo usando as mesmas endonucleases
da clonagem. Com a eletroforese dessas reagdes, observou-se uma banda com tamanho préoximo
a 1000 pb e outra de 10 kb para os clones positivos, referentes, respectivamente, ao tamanho do
inserto (OVA e tOVA) e do vetor (pLenti-eGFP).

Todos os vetores foram posteriormente obtidos em média escala (midiprep) a fim de obter
material suficiente para a transfec¢do das células de HEK293. Com a transfeccdo, as particulas
virais s3o formadas mas a forma de se conhecer a razdo de numero de particulas por células
infectadas (“Multiplicity of infection”, MOI) € por meio da transdugao de novo indculo de células
HEK293, em uma dilui¢do conhecida do meio com as particulas [24]. A obtenc¢do da linhagem

modificada de neuroblastoma também deve ser realizada por transdugao.

DISCUSSAO

Com a realizagdo deste trabalho, procurou-se principalmente gerar um reagente que
proporcione a obtencdo de uma linhagem de células com expressdo permanente de OVA e ndo
com expressao transiente. Ou seja, a fim de que a linhagem de neuroblastoma fosse geneticamente
modificada permanentemente, passando a sequéncia codificadora de OVA para suas células filhas,
procurou-se trabalhar com um sistema de transferéncia génica que proporcionasse a alteragdo
genOmica da célula de neuroblastoma [24]. Para tanto, foi escolhido o sistema lentiviral de
segunda geragdo, que emprega dois vetores codificando a particula viral e um vetor de

transferéncia, o qual, apds transfectado em HEK?293 vai levar a formacdo do RNA gendmico



contendo a sequéncia de OVA. Esta, entfo, sera integrada ao genoma da linhagem escolhida
(neuroblastoma) para expressao estavel apos transfec¢ao dessa particula viral montada [17].

O vetor de transferéncia foi obtido com sucesso e purificado em quantidade suficiente
para a transducdo das células de HEK293 para avaliacdo do MOI e das células de neuroblastoma.
Infelizmente, devido a problemas técnicos ocorridos durante a execucdo deste trabalho e sua
finalizacdo adiantada devido a contratacdo da bolsista como Professora Assistente, nao foi
possivel obter esses resultados a tempo para o relatorio. Contudo, os experimentos continuam
sendo executados por demais membros do grupo e logo estardo disponiveis para consulta e
publicacdo e os reagentes gerados serdo empregados em futuros estudos de avaliacdo da ativagdo
de células T por células dendriticas que eferocitaram células apoptdticas que contenham esses
vetores virais e que estejam infectadas por ZIKV.

E importante ressaltar que durante a execugdo deste Pos-doutorado, a bolsista participou
ativamente em atividades de outras pesquisas, incluindo orientacdo de estudantes de graduagio,
ensino para Graduagdo e Pos-graduacio e também em extensao.

Nas atividades de Pesquisa, a bolsista contribuiu com um trabalho de expressao de genes
relacionados a resposta imunologica em camundongos, do projeto sob coordenagdo da Profa. Dra.
Luciane Helena Gargaglioni Batalhdo, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
da UNESP, em Jaboticabal. Também orientou duas estudantes de graduagdo em projetos de
treinamento técnico, sem bolsa.

Na area de Ensino, a bolsista ministrou aulas de Biologia Molecular para o curso de
Farmécia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, tendo 8 h/aula semanais por 4
semanas (32 horas totais). Na Pds-graduacdo, a bolsista participou da disciplina de Fundamentos
em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia, no topico de Biologia Molecular e com
carga horéria total de 12 horas.

Em relac@o a Extensdo, a bolsista participou do Curso de Inverno do Programa de Pos-
Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmadcia, pelo periodo de 4 h, abordando
o tema de modificacdo genética de células de mamifero a estudantes de graduagao, profissionais

e estudantes de pos-graduagdo inscritos para o evento.
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