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INTRODUCAO

Particulas semelhantes a virus (VLPs) podem ser consideradas como arranjos densos repetitivos de uma ou mais subunidades de uma proteina e esta caracteristica
confere propriedades que sdo altamente vantajosas para seu uso como plataforma vacinal (Chackerianet al., 2008). A estabilidade de uma VLP é um fator importante
para seu uso em Nanobiotecnologia (Luaet al., 2014). Nesse projeto, nés descrevemos uma plataforma baseada na VLP do bacteriéfago MS2 para o desenvolvimento
de vacinas. 0 MS2 é um virus icosaédrico, pertencente a familia Leviviridae. Seu capsideo proteico possui, aproximadamente, 27nm de didmetro e é formado por 180
cOpias de uma mesma proteina, a proteina capsidica (Vingéet al, 2004). Peptideos da alca V3 da glicoproteina gp120 presente no envelope do virus HIV, da alca ECL2
presente no correceptor CCR5 e o peptideo Flag foram inseridos na alca AB da proteina capsidica do MS2. Os peptideos V3 e ECL2 sao descritos por induzir a formagéo
de anticorpos com alto potencial antiviral. As novas particulas geradas formam VLPs com grande potencial de plataforma apresentadora de antigenos.

OBJETIVO
Avaliar a estabilidade das diferentes VLPs do bacteriéfago MS2, candidatas a plataforma vacinal, na tentativa de elucidar possiveis alteracdes na estrutura dessas
particulas causadas pelas diferentes construcdes e insercoes de peptideos.

METODOLOGIA

Os efeitos da insercao desses peptideos na estabilidade estrutural das VLPs foram acompanhados através de espalhamento de luz dinamico (DLS),
espalhamento de luz a baixos angulos (SAXS) e por microscopia eletrdnica de transmissao. Em adicdo, realizamos a predicdo de estrutura da proteina
capsidica contendo os diferentes insertos. Essas VLPs também foram perturbadas com desnaturantes fisicos a fim de avaliar o perfil de estabilidade dessas
particulas.

RESULTADOS

As VLPs apresentando o peptideo Flag, V3 e ECL2 em sua superficie mostraram sutis diferencas estruturais e mostraram uma menor estabilidade comparada a
VLP formada pela proteina capsidica nativa. Os dados de DLS mostraram semelhanca no didmetro hidrodinamico de todas as VLPs com insertos, enquanto a VLP
formada pela proteina capsidica nativa possui um didmetro ligeiramente menor, porémvariacoes observadas no diametro hidrodindmico das particulas pode estar
relacionada com a heterogeneidade das amostras (Esfandiary et al., 2010). Os efeitos da pressao hidrostatica sobre as VLPs ndo promoveram a desmontagem das
particulas segundo as andlises de SAXS. Os efeitos desestabilizadores sobre a montagem das VLPs ao adicionar ou inserir sequéncias peptidicas tém representado um
grande problema no desenvolvimento de plataformas desse tipo: As VLPs formadas pela proteina L1 do HPV, quando acrescidas de sequéncias de aminodcidos, tém
se tornado altamente imprevisiveis na sua auto-montagem, limitando a aplicabilidade geral da técnica (Billaudet al., 2005), caracteristicas essas que parecem nao
ocorrer com a VLP formada pela proteina capsidica do MS2.

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que as VLPs formadas pela proteina capsidica contendo peptideos inseridos apresentaram estruturas ligeiramente diferentes daquelas
formadas pela proteina nativa, contudo as VLPs com insertos se comportaram de maneira estdvel diante de condi¢des desnaturantes como a alta pressao, sugerindo
que essas sao particulas promissoras para a aplicacdo como plataforma vacinal.




Livro de Resumos
ISSN 2236-0522

132 JORNADA DE INICIACAO CIENTIFICA

REFERENCIAS

BILLAUD, J. N., PETERSON, D., BARR, M., CHEN, A., SALLBERG, M., GARDUNO, F. et al. Combinatorial approach to hepadnavirus-like particle vaccine design. J. Virol., v.
79, p. 13656—13666, 2005.

CHACKERIAN, B., DURFEE, M. R., SCHILLER, J. T. Viirus-like display of a neo-self antigen reverses B cell anergy in a B cell receptor transgenic mouse model. J Immunol.,
v. 180, p. 5816-25, 2008.

LUA, L. H. L., CONNORS, N. K., SAINSBURY, F.,,CHUAN, Y. P, WIBOWO, N., MIDDELBERG, A. P. J. Bioengineering Virus-Like Particles as Vaccines. Biotechnol.Bioeng.,v. 111,
p. 425-440, 2014.

ESFANDIARY, R.; YEE, L.; OHTAKE, S.; MARTIN, R. A.; TRUONG-Le, V. L.; LECHUGA-BALLESTEROS, D.; MOORE, D. S.; JOSHI, S. B.; MIDDAUGH, C. R. Biophysical
characterization of rotavirus serotypes G1, G3 and G4. Human Vaccines, v. 6, n. 5, p. 390-398, 2010.

VINJE J., OUDEJANS, S. J., STEWART, J. R., SOBSEY, M. D., LONG, S. C. Molecular detection and genotyping of male-specific coliphages by reverse transcription-PCR and
reverse line blot hybridization. Appl Environ Microbiol., v. 70, p. 5996-6004, 2004




