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RESUMO

As proteinas recombinantes de interesse terapéutico vém ganhando cada vez mais
espago na industria farmacéutica e atualmente j4 movimentam um mercado anual de cerca
de 50 a 60 bilhdoes de dolares em todo o mundo. As células de mamiferos sdo as
hospedeiras de expressao preferencialmente escolhidas no caso de proteinas que requerem
um grau sofisticado de processamento pos-traducional, sendo crescente a iniciativa de
identificagdo de novas linhagens de células, especialmente humanas, como sistemas
alternativos de expressdo as células utilizadas. Nosso grupo de pesquisa tem interesse na
producdo de antigenos para selecdo de anticorpos com potencial neutralizante,
especialmente os antigenos de superficie do envelope viral de HIV-1, agente etioldgico da
pandemia mundial de AIDS, que atualmente apresenta mais de 40 milhdes de infectados. O
presente trabalho teve por objetivo a avalia¢do preliminar das células de ducto de glandula
submandibular humana (HSG) como sistema de expressdo heterologa alternativo as células
de ovario de hamster chinés (CHO-K1). Comparativamente, foi avaliada a eficiéncia de
transfec¢do, assim como a de expressdo transiente do anticorpo quimérico anti-Z-DNA
722, na forma recombinante de fragmento FvFc pelas duas linhagens celulares. Outro
objetivo foi a produgdo de versdes recombinantes das glicoproteinas virais de HIV-1.

Os resultados apontaram as células HSG como um bom sistema alternativo para a
producdo de proteinas heterdlogas secretadas, especialmente quando transfectadas por co-
precipitagdo com fosfato de calcio, sendo ainda necessarios alguns ajustes, uma vez que os
choques osmoticos com glicerol e DMSO, considerados pontencializadores da transfeccao,
mostraram-se toxicos da forma como foram executados. Foram amplificados e clonados em
vetor de expressdo para células de mamiferos os segmentos génicos correspondentes a
quatro versdes recombinantes das glicoproteinas do envelope viral de HIV-1 (gp160,
gp140, gp120 e gp41+PS), subtipo C que, de acordo com as nossas analises, utiliza CCRS
como co-receptor. Até o presente momento, nao foi possivel a deteccdo das glicoproteinas
recombinantes, expressas de forma transiente em células CHO-K1, sendo necessarios

ajustes, principalmente na etapa de transfec¢ao.
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ABSTRACT

Recombinant therapeutic proteins have become more and more important in the
pharmaceutical industry, and nowadays they are responsible for an injection of about 50 to
60 million dollar a year into the worldwide market. Animal cell cultures are the preferential
expression systems for those proteins which require extensive posttranslational
modifications. In this view, the identification of alternative expression systems is an issue
of increasing concern, specially considering human cell lines. Our research group has been
interested in the production of antigens to be used for the selection of neutralizing
antibodies, particularly those antigens derived from the envelope surface of HIV-1, the
etiologic agent of the pandemic infection of AIDS, which nowadays affects more than 40
million people.

This work aimed the preliminary evaluation of the human salivary gland duct cells
(HSG) as a heterologous expression system alternative to the Chinese hamster ovary cells
(CHO-K1).The transfection efficiency for both cell lines was comparatively evaluated, as
well as the transient expression of the anti-Z-DNA Z22 chimeric antibody, as a
recombinant FvFc fragment. Another objective was the production of recombinant versions
of HIV-1 glycoproteins.

Our results pointed out to the HSG cells as a good alternative system for the
production of secreted heterologous proteins, specially when transfected by co-precipitation
with calcium phosphate. Some adjusts are still needed, considering that the glycerol and
DMSO osmotic shocks, generally considered as transfection pontentializers, proved to be
toxic in the employed protocol. The genic fragments corresponding to four recombinant
versions of the HIV-1 envelope glycoproteins (gp160, gp140 gp120 and gp41+PS), subtype
C, were amplified and cloned in a mammal cells expression vector. According to our
analysis, this virus subtype uses CCRS5 as co-receptor. So far, it was not possible to detect
the recombinant glycoproteins expressed in a transient form in the CHO-K1 cells. In order
to achieve this objective, some adjustments are still necessary, specially concerning the

transfection protocol.
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INTRODUCAO

1. - EXPRESSAO HETEROLOGA DE BIOFARMACOS

Abordagens terapéuticas baseadas na utilizagao de peptideos e proteinas tém atraido
a atencdo da induastria farmac€utica. As proteinas recombinantes de interesse
farmacoterdpico vém ganhando cada vez mais espaco na economia e atualmente ja
movimentam um mercado anual de cerca de 50 a 60 bilhdes de dolares em todo o mundo
(Schmidt, 2004).

O mercado de producdao de biofarmacos pode ser dividido em dois segmentos:
proteinas que ndo sdo pods-traducionalmente modificadas e as que necessitam de tais
modificacdes (especialmente a N-glicosilagdo) para terem atividade biologica. As proteinas
ndo-glicosiladas normalmente sdo expressas em bactérias ou leveduras e atualmente
representam cerca de 40% do mercado (Walsh, 2003).

Bactérias Gram-negativas, como, por exemplo, Escherichia coli, apresentam varias
vantagens na expressdo heterologa: a capacidade de producdo em grande quantidade,
grande capacidade replicativa, simplificadas condi¢des de cultivo e fermentacdo, facil
manipulagdo genética e maior facilidade na conversao de bioprocessos para larga escala,
técnicas de transformacdo com DNA exogeno que, além de muito bem estabelecidas,
requerem quantidades minimas de DNA (Verma et al., 1998). Contudo, devido sua
natureza procaridtica, o sistema apresenta limitagdes no processo de modificacdo pods-
traducional de proteinas, o que limita o tipo de farmacoterapico produzido. Além disso, ha
problemas de enovelamento tanto na expressdo de proteinas como corpos de inclusao,
quanto de proteinas secretadas para o espago periplasmatico, havendo também problemas
de degradagao do produto recombinante (revisto por Arbabi-Ghahroudi et al., 2005).

Outro sistema de expressdo bastante utilizado sdo as leveduras, contando com uma
maquinaria celular mais complexa para expressdo de proteinas que necessitam de
modificagdes pos-traducionais. O uso de leveduras também tem como vantagem a
simplicidade no cultivo e nos processos de fermentacdo quando comparados a células
animais (revisto por Gerngross, 2004). Duas espécies que ja estdo bem estabelecidas para a

producéo industrial s3o Saccharomyces cerevisiae ¢ Pichia pastoris. Enquanto S. cerevisiae



¢ um dos organismos eucarioticos com melhor caracterizagdo genética e prevalece entre as
espécies de leveduras utilizadas na industria farmacéutica (Walsh, 2003), a levedura
metilotrofica P. pastoris ¢ atualmente a espécie de levedura mais utilizada para expressao
heter6loga de uma forma em geral, gragas a alta eficiéncia dos seus sistemas de expressao e
secrecao (Schmidt, 2004), tendo, por exemplo, uma producdo de 10g/L de albumina sérica
humana (Kobayashi et al., 2000), enquanto em S. cerevisiae a produgdo ¢ de 150 mg/L
(Sleep et al., 1991).

Entre os sistemas de expressdo utilizando células animais, as células de insetos
transformadas via baculovirus t€ém alcangado uma popularidade comparavel a que P.
pastoris representa entre as leveduras. Isso porque essas células sdo consideradas mais
resistentes ao estresse metabolico, além de serem mais produtivas que células de
mamiferos, sendo empregadas para produgdes em larga escala de proteinas recombinantes.
A marca de 300 mg/L na producdo de colagenase IV humana foi alcangada em células de
larva da mariposa Trichoplusia ni (George et al., 1997). Contudo, os sistemas utilizando
células de insetos apresentam algumas limitagcdes devido a infecgdo pelo baculovirus, sendo
reportados problemas de secrecdo e dobramento correto de proteinas (McCaroll & King,
1997) e problemas de degradagdo devido a proteases expressas, além de diferencas nos
padroes de glicosilagdo e problemas na adicdo de acido sialico a proteina heterdloga

(TIkonomou et al., 2003).

2. - EXPRESSAO HETEROLOGA EM CELULAS DE MAMIFEROS

A producdo de proteinas recombinantes utilizadas como farmacos que necessitam
de modificagdes pds-traducionais, como por exemplo, acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo,
prenilagdo, sulfonagdo e glicosilagdo, especialmente a N-glicosilagdo sdo preferencialmente
expressas em células de mamiferos, que tém a capacidade de mimetizar os padrdes de
modificagdes humanos. Sistemas de expressdo utilizando E. coli, possuem limitados
sistemas de glicosilacdo e sistemas mais complexos como, as leveduras e as células de
inseto, normalmente apresentam variagdes no padrio de glicosilagio que podem
comprometer a atividade bioldgica da proteina recombinante e seus pardmetros

farmacocinéticos (Coloma et al., 2000). Essas variagdes podem até levar ao



desencadeamento de respostas imunes contra o farmaco (Schellekens, 2005). Um bom
exemplo disso ¢ o trabalho de Tate e colaboradores (2003), que compararam a expressao de
um transportador de serotonina murino (rSERT), uma proteina N-glicosilada, em varios
sistemas de expressdo. O estudo demonstrou que o transportador biologicamente ativo foi
apenas sintetizado pelas linhagens de células de mamiferos (variantes da linhagem de
células de rim embrionario humano, HEK293), sendo parcialmente degradado em E. coli,
enovelado erroneamente em P. pastoris e incorretamente glicosilado nas células de inseto
(S19).

A utilizagdo de culturas de células animais como modelo de estudo na Biologia tem
sua historia iniciada ha quase 100 anos, com os primeiros experimentos de Ros Harrison
(1907), que manteve por mais de 30 dias uma cultura de células nervosas. Em 1928, temos
as primeiras tentativas do cultivo do virus da variola em cultura de células (Maitland &
Maitland, 1928) e, em 1949, o cultivo do virus da polio em células HeLa, com a perspectiva
de sua utilizagdo para a producdo de vacinas (Enders et al., 1949). Em 1955 foi
desenvolvido o primeiro meio definido para células animais em cultura, o EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium, Eagle, 1955), que tomou o lugar dos fluidos bioldgicos
utilizados até entdo. O grande interesse nas culturas de células de mamiferos em
bioprocessos, no entanto, teve grande impulso entre os anos de 1970 e 1980, com o
desenvolvimento de tecnologias de producdo de proteinas recombinantes. O primeiro
produto recombinante produzido em escala industrial em células de mamiferos foi o
ativador do plasminogénio tecidual (tPA), uma proteina utilizada na dissolu¢do de coagulos
no tratamento de infartos. O produto foi licenciado em 1987, sendo produzido em células
de ovario de hamster chinés, CHO (revisto por Walsh, 2003). (Tabela 1).

As proteinas recombinantes para uso terapéutico produzidas em células de
mamiferos atualmente representam 60% do mercado de biofarmacos licenciados nos
Estados Unidos ¢ Europa, sendo que o niimero de produtos passa de 30 (Walsh, 2003).
Dentre as proteinas recombinantes, temos fatores plasmaticos sangiiineos, anticoagulantes,
horménios, fatores de crescimento, vacinas, anticorpos monoclonais entre outros produtos

(Tabela 1).



Tabela 1. Proteinas recombinantes de interesse farmacoterapico produzidas nos Estados Unidos (EUA) e Europa

Produto

Fatores sangiiineos
recombinantes humanos
Fator VIII
Helixate NexGen

ReFacto

Kogenate

Bioclate
Recombinate

Outros
NovoSeven
(Fator VII humano)
Benefix
(Fator IX humano)
Anticoagulantes
recombinantes
Ativador do plasminogénio
tecidual humano (htPA)

Tenecteplase
TNKase

Activase

Hormdnios recombinantes
Hormoénio foliculo

estimulante humano (FSH)
Follistim

Puregon

Gonal F

Outros horménios
Ovitrelle

(coriogonadotrofina
humana)

Thyrogen
(tirotrofina-a. humana)

Luvertis
(LSH humano)
Fatores de crescimento
hematopoiéticos
recombinantes
Eritropoetina

Aranesp

Nespo

Empresa

Bayer
Genetics
Institute/Wyeth Europa

Bayer

Aventis Behring
Baxter
Healthcare/Genetics
Institute

Novo Nordisk

Genetics Institute

Boering Ingelheim
Genetech

Genetech

NV Organon
NV Organon

Ares-Serono

Serono

Genzime

Ares-Serono

Amgen

Dompe Biotec

Indicacao

terapéutica

Hemofilia A
Hemofilia A

Hemofilia A
Hemofilia A

Hemofilia A

Algumas formas de

hemofilia

Hemofilia B

Infarto do
miocardio
Infarto do
miocardio
Infarto do
miocardio

Infertilidade
Disturbios de
ovulacdo
Distarbios de
ovulagdo

Usado em técnicas

de reproducdo
assistida
Deteccao e
tratamento de

cancer na tireoide

Infertilidade

Tratamento de
anemia
Tratamento de
anemia

(EUR) (adaptado de Walsh, 2003). BHK: células de rim de neonatos de hamster. CHO: células de ovario de hamster chinés.

Célula
produtora

BHK"
CHO®

BHK
CHO
Nao
disponivel
BHK

CHO

CHO
CHO

CHO

CHO
CHO

CHO

CHO

CHO

CHO

CHO

CHO

Data de
aprovacao

2000 (EUR)
1999 (EUR),
2000 (EUA)
1993 (EUA),
2000 (EUR)
1993 (EUA)

1992 (EUA)
1996 (EUR),
1999 (EUA)

1997 (EUR,
EUA)

2001 (EUR)
2000 (EUA)

1987 (EUA)

1997 (EUA)
1996 (EUR)

1995 (EUR),
1997 (EUA)

2000 (EUA),
2001 (EUR)

1998 (EUA),
2000 (EUR)

2000 (EUR)

2001 (EUA,
EUR)

2001 (EUR)




Neorecormon
Procrit

Epogen

Interferons e interleucinas

recombinantes
Interferon- 5 humano
(hINFp)

Rebif

Avonex

Vacinas recombinantes
Hepatite B
Hepacare
(antigeno de superficie)
Anticorpos Monoclonais

Bexxar
(mAb anti-CD20)

Xolair
(mAb anti-IgE)
Humira
(mAD anti-receptor TNF)

Zevalin
(mAD anti-CD20)

Oultras proteinas
recombinantes
Proteinas de morfogénese

Ossea
Inductos
(proteina morfogénica
Ossea-2)
Infuse
(proteina morfogénica
Ossea-2)

Osteogenic protein 1
(proteina osteogénica-1)
Outras
Fabrazyme
(a-galactosidase)

Aldurazyme
(laronidase)

Xigris
(drotreconina-a)
Enbrel
(proteina de fusdo receptor
TNF-IgG)
Pulmozine
(dornase-a.)

Roche
Ortho Biotech

Amgen

Ares -Serono

Biogen

Medeva Pharma

Corixa/GlaxoSmithKlin

Genetech

Abbott Laboratories

Genetics

Institute/Wyeth Europa

Medtronik Sofamor

Danek

Howmedica

Genzyme

Biomarin

Pharmaceuticals

Eli Lilly

Amgen

Genentech

Tratamento de
anemia
Tratamento de
anemia
Tratamento de
anemia

Esclerose multipla

Esclerose Multipla

Imunizacao contra
hepatite B

Tratamento de
linfomas nao-
Hodgkin

Asma

Artrite reumatoide

Tratamento de
linfomas néo-
Hodgkin

Recuperagdo de
fraturas

Recuperacdo de
fraturas

Recuperagdo de
fraturas

Doenca de Fabry

Tratamento de

mucopolissacaridos

€S

Sepsias severas

Artrite reumatoide

Fibrose cistica

CHO
Nao
disponivel
Nao
disponivel

CHO

CHO

Nao
disponivel

Nao
disponivel

CHO
Nao
disponivel

CHO

CHO

CHO

CHO

CHO

CHO

Nao
disponivel

CHO

CHO

1997 (EUR)
1990 (EUA)

1989 (EUA)

1998 (EUR),
2002 (EUA)
1997 (EUR),
1996 (EUA)

2000 (EUR)

2003 (EUA)

2003 (EUA)

2002 (EUA)

2002 (EUA)

2002 (EUA)

2002 (EUA)

2001 (EUA)

2001 (EUA),
2003 (EUR)

2003 (EUA)

2001 (EUA),
2002 (EUR)

1998 (USA)

1993 (EUA)




As células de ovario de hamster chinés (CHO) e variantes s3o as linhagens de
células imortalizadas preferencialmente escolhidas para a produgdo de biofarmacos. Além
de contarem com um eficiente sistema de glicosilagdo (Freeman et al., 2001), ja estdo bem
caracterizadas as tecnologias que permitem a transfeccdo (seja via co-precipitacdo com
fosfato de calcio ou via lipideos) e a amplificagcdo génica do gene transfectado para selecao
de clones altamente produtores dessas linhagens, sendo amplamente utilizado o sistema
CHO dhfr-, associado ao tratamento das células com metotrexato (MTX) para o aumento
do numero de cépias do gene de interesse (Butler, 2005).

Conforme revisto por Ruggiero (2002), a enzima DHFR ¢ essencial para a
biossintese de aminoacidos e nucleotideos em células eucaridticas. A linhagem celular
CHO dhfr- apresenta perda de funcdo do gene dhfr, e quando transfectada com o vetor
contendo o gene funcional, esse ¢ incorporado ao genoma da célula levando a expressao do
fenotipo DHFR+. Os transfectomas com este fendtipo sdo capazes de crescer em meio de
cultura sem a adi¢do de glicina, hipoxantina e timina, como ¢ requerido para as células
CHO dhfr-. O MTX ¢ um analogo de folato que inibe irreversivelmente a enzima DHFR,
resultando em morte celular (Asselberg et al., 1995). As células CHO dhfr- que sdo
transfectadas com vetores contendo o gene dhfr desenvolvem resisténcia a droga por meio
de amplificacdo do gene dhfr. Como a regido amplificada ¢ cerca de 100 a 3000 vezes
maior que o tamanho do gene dhfr, o gene de interesse que esta adjacente ao gene
amplificado no mesmo vetor de expressdo ou em regides proximas no cromossomo
hospedeiro ¢ também amplificado (Asselberg et al., 1995).

As células CHO apresentam também grande versatilidade para adaptacao de formas
de cultivo. E uma célula de origem epitelial, tipicamente aderente, mas também muito bem
adaptavel ao crescimento em suspensdo, modo de cultivo preferencialmente utilizado na
produgdo em larga escala em biorreatores (Schiitt et al., 1997). Adicionalmente as células
CHO podem ser adaptadas ao cultivo celular em meio completamente livre de soro (Rosser
et al., 2005). O uso de soro no meio de cultivo de células aderentes ajuda o bom
crescimento das células, uma vez que ¢ fonte de fatores de crescimento, sendo viavel
quando ¢ utilizado para produc¢do em pequena escala. No entanto, em escala industrial, o

uso do soro se torna desvantajoso, uma vez que representa um componente indefinido no



meio de cultivo, podendo ser fonte de contaminagdo no produto final, além de ter o seu
custo elevado (Schroder, et al., 2004).

Apesar da hegemonia das células CHO como sistemas de produgdo de biofarmacos,
uma série de outras linhagens celulares vem ganhando espago como sistemas alternativos
de producdo, especialmente células de origem humana, como por exemplo, PER-C6
(human-retina-derived) e HEK293 (human embrionic kidney). A PER-C6 é uma linhagem
de retinoblastos fetais imortalizados pela transfeccdo do minigene E1 de adenovirus
humano tipo 5 (Fallaux et al., 1998). E uma linhagem celular que cresce bem tanto em
aderéncia quanto em suspensdo em meio sem soro (Pau et al., 2001) e que ja vem sendo
utilizada para a producdo de anticorpos monoclonais em larga escala (Jones et al., 2003). A
linhagem HEK?293 ¢ uma linhagem de células embrionaria de rim também imortalizada
pela transfec¢do de fragmentos de DNA de adenovirus tipo 5 (Graham et al., 1977) e vem
sendo utilizada para expressdo de proteinas com potencial anti-inflamatério (Cao, 2004).

Atualmente, os grupos de Cultura de Células e Imunologia Molecular do laboratorio
de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB) tém grande interesse na
expressdo heterdloga de proteinas de interesse terapéutico, como anticorpos monoclonais
humanizados (Ruggiero, 2002); fatores plasmaticos recombinantes (participando do projeto
de pesquisa em rede “Producdo de fatores plasmaticos humanos da coagulagdo sangiiinea”
financiado pelo FINEP/MS), assim como a producdo de varios modelos de antigenos para
selecdo de anticorpos com potencial neutralizante, como por exemplo, os antigenos de
superficie do envelope viral de HIV-1.

Além de expressdao heterdloga, nos interessa a busca de linhagens celulares que
possam servir de hospedeiras alternativas de expressao as linhagens comumente utilizadas.
Contamos no grupo com uma linhagem de células de glandula submandibular humana
(HSG). A linhagem foi estabelecida em 1981 a partir de células tumorais de uma glandula
salivar humana irradiada (Shirasuna et al., 1981). Essa linhagem t€m sido utilizada em
estudos de citotoxicidade de substancias terapéuticas (Atsumi et al., 2001) e no estudo da
mutagénese (Campos-da-Paz., 2005), além  estudos de engenharia de tecidos e
diferenciacdo celular visando a obten¢do de uma glandula salivar artificial para pacientes
que sofrem de hipofung¢do glandular. (Aframian et al., 2000; Daniels et al., 2000).

As HSG sdo células epiteliais, mais especificamente derivadas da regiao



correspondente ao ducto intercalar da glandula salivar submandibular humana. Por meio do
tratamento das células HSG com o quimioterapico 5-azacitidina, € possivel realizar a
diferenciagdo in vitro das células para um fenétipo acinar, conhecido com HSG-AZA3
(Kasamatsu et al., 2006), tipicamente secretor de uma série de glicoproteinas constituintes
da saliva, como algumas amilases a mucinas. A diferenciagdo ¢ também observada com o
crescimento das células sobre diversos substratos como, por exemplo, coldgeno tipo I,
laminina tipo I ¢ Matrigel (um preparado que mimetiza a matriz extracelular) (Lam et al.,
2005).

Apesar do grande potencial secretor das células HSG, até o presente, poucos estudos
que envolvem a expressao heteréloga com a linhagem foram realizados. Assim, ndo se
estabeleceu um protocolo para a transfeccdo otimizada dessas células. Desta forma, ¢
interessante verificar o potencial da linhagem como sistema de expressao heterélogo. Além
disso, as células HSG sdo interessantes para a producdo de antigenos virais recombinantes
de HIV-1. Sao células humanas e por esse fato possuem, teoricamente, a maquinaria celular
mais apropriada para a producdo das glicoproteinas do envelope viral de HIV-1. Ja foi
relatada a producdo de particulas virais infecciosas de HIV nesta linhagem celular (Ham et
al., 2000).

Vérias metodologias foram desenvolvidas para a introdu¢ao do DNA em células de
mamiferos, com o objetivo de ultrapassar duas principais barreiras: as membranas
plasmatica e nuclear (Labat-Moleur et al.,1996). A mais comumente utilizada devido ao
seu baixo custo e facilidade de manejo consiste em compactar a molécula de DNA com
fosfato de calcio em uma particula densa, positivamente carregada e pequena o suficiente
para ser endocitada (revisto por Fielden et al., 2001). A técnica foi originalmente descrita
por Grahan e Van der Eb em 1973 e desde entdo inumeras variagdes vém sendo
incorporadas a esse protocolo, como, por exemplo, o uso de choque das células com
glicerol e DMSO (Wilson & Smith, 1996).

Outros métodos de entrega de DNA as células sdo: sonoporagdo e eletroporacao,
que criam poros transitorios na membrana para que grandes moléculas de DNA possam ter
acesso ao interior da célula, assim como a biolistica e a microinjecdo, que liberam os
plasmideos diretamente no citoplasma (revisto por Pinnaduwage et al., 1989). A baixa

eficiéncia de transfeccao, a instabilidade dos genes introduzidos, toxicidade as células e



demais limitagdes associadas as técnicas comentadas anteriormente vém tornando a
transferéncia de genes mediada por lipossomos (lipofec¢ao) ¢ cada vez freqiiente. Os
lipossomos, por interacdes eletrostaticas, formam complexos espontineos com o DNA,
fundem-se & membrana plasmatica e liberam seu conteudo (Dass, 2004).

Ruggiero (2002) estabeleceu um protocolo para a expressao em células CHO-K1 de
fragmentos de anticorpos.Nesse estudo, Ruggiero expressou fragmentos do anticorpo
murino Z22, que ¢ capaz de reconhecer o DNA na forma Z. O DNA dupla hélice pode
transitar de sua conformag¢do nativa B para a conformacgdo Z, de sentido levogiro e cujo
tracado do esqueleto fosfato em zigue-zague faz com que a estrutura seja denominada Z-
DNA (Wang et al, 1979). Os anticorpos anti-Z-DNA reagem com o DNA em sua forma Z,
e estdo muito associados a doencas auto-imunes, como o lupus eritematoso sist€émico
(Roben et al., 1996). Mais especificamente, o anticorpo expresso por Ruggiero ¢ o
anticorpo quimérico anti-Z-DNA Z22, na forma recombinante de fragmento FvFc, sendo a
por¢do Fv murina e de cadeia tnica (scFv), fusionada ao fragmento Fc de IgG 1 humana,
comportando-se como moléculas diméricas devido a pontes dissulfeto entre dois
fragmentos FvFc (Figura 1).

O protocolo estabelecido por Ruggiero permite a deteccio do anticorpo
recombinante diretamente do sobrenadante de cultivo pelo teste de ELISA, consistindo em
um método para avaliagdo de expressao heterologa transiente em diferentes células em
cultura, sendo esta utilizada, neste estudo, para avaliacdo preliminar do potencial das

células HSG como sistemas de expressao.
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Figura 1. Representagdo esquematica da molécula de imunoglobulina e dos fragmentos recombinantes. VH: regido
variavel da cadeia pesada, VL: regido variavel da cadeia leve, CHICH2CH3: regides constantes da cadeia pesada,
CL:regido constante da cadeia leve, Fab: fragmento de ligagao ao antigeno, Fc: fragmento cristalizavel, scFv: fragmento
variavel de cadeia unica, FvFc: mondémero do fragmento de cadeia unica variavel fusionado ao fragmento cristalizavel
(adaptado de Ruggiero, 2002).
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3.- HIV-AIDS

Em 1981, foi reportada a comunidade cientifica a primeira descri¢do clinica de um
caso do que hoje se conhece como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(Gottlieb et al., 1981). Um ntimero crescente de novos casos de AIDS foi reportado no
inicio dos anos 80, normalmente associado a um aumento do nimero de casos de um cancer
raro, o sarcoma de Kaposi e um grande nimero de infec¢des oportunistas, tais como
Pneumocystis carinii e Candida albicans (revisto por Prusiner, 2002).

Com o aumento das descri¢des clinicas dos casos de AIDS nos anos 80, a drastica
redu¢do na contagem de linfocitos T dos pacientes tornou-se foco de investigagdes médicas
para o descobrimento da causa da doenca. A primeira pista sobra a etiologia da AIDS veio
a tona com o isolamento de um retrovirus de um nddulo linfatico de um paciente com
linfadenopatia, no Instituto Pasteur de Paris, pelo grupo de Luc Montagnier em 1983
(Barre-Sinoussi et al., 1983). Igualmente importantes, foram as descobertas do grupo de
Robert Gallo do National Institute of Health (NIH) que, em uma série de artigos confirmou
que o virus descoberto por Montagnier era realmente o agente etiologico da AIDS (revisto
por Prusiner, 2002).

Como comumente acontece, cada laboratorio deu aos seus isolados do novo virus
um nome diferente. O grupo de Montagnier o chamou de LIV (lymphadenopathy-
associated virus), enquanto o grupo de Gallo, que ja havia identificado dois outros
retrovirus conhecidos como HTLV-I e HTLV-II, o denominou HTLV-III (human T-cell
lymphotropic virus type I1ll), sendo também chamado de ARV (AlIDS-associated
retrovirus). Com uma melhor caracterizacdo dos isolados, em 1986, o impasse foi
resolvido, tendo decidido o International Committe on Taxonomy of Viruses (ICTV) em
chama-lo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Flint et al., 2004).

Em mais de duas décadas apds o primeiro caso documentado de AIDS, segundo
estimativas do Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS, 2005) e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 40 milhdes de pessoas vivem hoje com o
virus HIV-1, em todo o mundo. S6 em 2005, ocorreram mais de 5 milhdes de novos casos
da infec¢do e mais de 3 milhdes de mortes de pacientes com AIDS (UNAIDS, 2005). No

Brasil, entre os anos de 1980 e 2004 foram registrados um total de 362.340 casos (Brasil,
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Ministério da Saude, Boletim Epidemiolégico — AIDS e DST, 2005), sendo que se estima
que hoje vivem, em territorio nacional, cerca de 600 mil portadores do virus.

Ao longo do que se conhece da historia evolutiva do virus, sabe-se que o HIV-1
difere geneticamente de uma localizacdo geografica para outra. Tal variabilidade pode ser
atribuida a alta taxa de erro da transcriptase reversa na incorporacdo de nucleotideos e a
incapacidade da enzima de efetuar a correcdo dos mesmos, a presenga de um genoma
diploide que facilita eventos de recombinagdo, a répida proliferacdo do virus na célula
hospedeira, a diferentes pressdes seletivas geradas pelo sistema imune de cada hospedeiro e
devido a tratamentos anti-retrovirais (Perin et al., 2003).

A andlise filogenética de inumeros isolados de HIV-1, por meio de suas seqiiéncias,
permitiu agrupé-los em 3 grandes grupos. A maioria das seqiiéncias esta agrupada como
grupo M (major), enquanto um numero menor, porém crescente de seqiiéncias sao
classificadas junto ao grupo O (outlier), existindo ainda o grupo N (ndo-M e nao-0). Os
dois Gltimos grupos permanecem restritos a isolados da Africa Central e Ocidental,
enquanto o grupo M, por sua vez, apresenta uma distribui¢do mundial (Kandathil et al.,
2005). As linhagens do grupo M incluem 9 diferentes subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K)
e sub-subtipos (Aj, Ay, Az, Fi e F;), além de 21 formas recombinantes circulantes ja
descritas (circulating recombinant forms — CRFs) (revisto por Geretti, 2006).

Atualmente, o C ¢ o subtipo mundialmente prevalente, correspondendo a cerca de
57% dos casos de infecgdo (Esparza & Bhamarapravati, 2000). E o subtipo dominante na
Africa Sub-Saariana, em Israel, na India e na China, tendo sido identificado inicialmente na
Africa do Sul e Etiopia, em amostras analisadas dos anos de 1984 (Zachanova et al., 1995)
¢ 1986 (Johansonn et al., 1994).

No Brasil, como um todo, apesar de o subtipo circulante mais freqiiente ser o B
(cerca de 80% dos casos registrados), outros tais como F, C, B/C e B/F também tém sido
documentados (revisto por Cerqueira et al., 2004). No Distrito Federal, Veras (2006)

aponta o subtipo B como o mais prevalente.
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3.1 - TRASMISSAO E PATOGENESE

As principais formas de transmissdo do HIV sdo a sexual, sangiiinea (no caso de
receptores de sangue/hemoderivados e usudrios de drogas injetaveis) e a vertical, da mae
para o filho, durante a gestacdo, parto ou aleitamento. Existe também a transmissdo
ocupacional, ocasionada por acidente de trabalho em profissionais da area de satde que
sofrem ferimentos com instrumento pérfuro-cortantes contaminados (Levy et al., 2003)

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em 3 fases clinicas: a infeccdo aguda, a fase
assintomatica e AIDS (Sereti & Lane, 2001). A infec¢do aguda caracteriza-se tanto por
viremia elevada, como por resposta imune intensa. Durante o pico de viremia, ocorre uma
diminuicdo rapida dos linfocitos T CD4+, que posteriormente aumentam, mas geralmente
ndo retornam aos niveis prévios a infeccdo. Observa-se, também, aumento do niimero
absoluto de linfocitos T CD8+ circulantes, o que provavelmente reflete uma resposta T
citotoxica potente, que ¢ detectada antes do aparecimento de anticorpos neutralizantes.
Uma série de sintomas clinicos podem aparecer durante a fase aguda: febre, faringite,
linfadenopatia, ulceragdes muco-cutineas, cefaléia, entre outros.

Apbés a fase aguda, ocorre a estabilizagdo da carga viral, que permanece
relativamente constante durante a fase assintomadtica, quando o estado clinico basico ¢
minimo ou inexistente, uma vez que o sistema imune permanece competente para controlar
a viremia ¢ a maioria das outras infecgdes. Entretanto, dentro dos tecidos linfoides, a
destrui¢do de células T CD4+ progride ao longo dos anos, em uma velocidade que vai
aumentando em relagdo a capacidade de reposicao dessas células pelo organismo, levando a
queda do ntimero de lifécitos T CD4+ no sangue circulante. Durante a progressdo da
doenga, as respostas imunes a outras infec¢des podem estimular a produ¢do do HIV e
acelerar a destruicdo dos tecidos linféides. As citocinas produzidas pelo sistema imune
inato em resposta a outras infeccdes servem de estimulo para replicagdo do HIV. Desta
forma, a medida em que o sistema imune tenta erradicar outros microrganismos, acelera a
sua propria destruicdo pelo HIV A doenca progride para a fase final, AIDS, quando a
destrui¢do do tecido linfoide periférico esta essencialmente completa e o sistema imune ja

ndo ¢ capaz de controlar infecgdes oportunisticas como citomegalovirose, herpes simples,
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micobacterioses, pneumonias, candidiase, criptococose, histoplasmose, além de uma série

de neoplasisas (revisto por Abbas et al., 2002).

3.2 - BIOLOGIA DO VIRUS

O virus da imunodeficiéncia humana ¢ membro da familia Retroviridae, género
Lentivirus. Assim como o HIV, os demais lentivirus, tais como o virus visna do carneiro, 0s
virus da imudeficiéncia bovina, eqiiina, felina e simia (SIV) sdo capazes de provocar
infeccdo latente a longo prazo e efeitos citopaticos a curto prazo, associados a
imunodeficiéncias, desordens no sistema hematopoiético e¢ encefalopatias (Flint et al.,
2004). Foram identificados, até entdo, dois tipos de HIV, designados HIV-1 e HIV-2. O
HIV-2 é endémico na Africa Ocidental, e o HIV-1, mais virulento, com distribuicao

mundial (Kandathil et al., 2005).

3.2.1 - ESTRUTURA E ORGANIZACAO GENOMICA DO HIV-1

Uma particula infecciosa de HIV-1 tem um didmetro que varia de 80 a 100 nm. O
virion apresenta uma estrutura complexa constituida de envelope, matriz protéica e
nucleocapsideo.

O envelope ¢ formado por uma bicamada lipidica, derivada da membrana
plasmatica da célula hospedeira, e que apresenta proteinas celulares e virais. As
glicoproteinas virais gpl120 (superficie externa) e gp41 (transmembranica) desempenham
um papel fundamental na infec¢do viral. Delimitando a superficie interna do envelope, a
matriz protéica ¢ formada por aproximadamente 2000 copias da proteina pl7.
Internamente, esta o nucleocapsideo conico constituido por também aproximadamente 2000
copias da proteina p24. No centro do virus, estdo as duas fitas do RNA gendmico,
estabilizadas como um complexo ribonucleoprotéico com a proteina p7, e as enzimas
virais: transcriptase reversa (TR), integrase (IN) e protease (PR) (revisto por Turner &

Summers, 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Desenho representativo da estrutura do virus da
imunodeficiéncia humana. (adaptado de Abbas et al., 2002).
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O genoma do HIV-1 contém 9 diferentes genes distribuidos em aproximadamente
9,8 kb (Figura 3). Os trés principais genes sdo gag, pol ¢ env. O gene gag codifica as
proteinas estruturais do nucleocapsideo e matriz, pol € responsavel por enzimas virais como
transcriptase reversa, protease e integrase e env codifica glicoproteinas do envelope. Os
genes tat e rev codificam proteinas regulatdrias com papel essencial na replicacao viral. Os
genes nef, vif, vpr e vpu codificam proteinas acessorias, ndo essenciais para a reproducdo
viral na maioria das linhagens de células T imortalizadas, mas que modulam a replicacdo
viral e sdo importantes para uma eficiente producdo viral in vivo (revisto por Flint et al.,
2004). As fungdes de cada proteina estdo resumidas na Tabela 2.

A expressdo das proteinas virais ¢ controlada por seqiiéncias regulatorias existentes
nas repetigdes terminais longas (long-terminal repeats, LTRs), que sdo reconhecidas pela
magquinaria transcricional da célula hospedeira. A 5’LTR contém um promotor e seqiiéncias
intensificadoras as quais se ligam uma série de fatores transcricionais necessarios para a
transcri¢do, enquanto a 3’LTR contém seqili€éncias necessarias para a poliadenilagdo (revisto

por Flint et al., 2004)
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Figura 3. Diagrama esquematico do genoma do HIV-1. Os numeros representam a posi¢ao dos nucleotideos referentes
a linhagem viral HXB2. (adaptado de HIV Sequence Compendium, 2005)

Tabela 2. Proteinas do HIV-1 (adaptado de HIV Sequence Compendium, 2005; Flint et al., 2004)

Proteina Fungdo Localizagdo
Gag
pl7 Proteina da matriz Virion
p24 Proteina do nucleocapsideo Virion
p7 Proteina do nucleocapsideo, liga-se ao RNA Virion
pé Liga-se a Vif Virion
Pol
Protease (PR) Clivagem de Gag/Pol e maturagdo do virus Virion
Transcriptase reversa (TR) Transcrigdo reversa Virion
Integrase (IN) Integracdo do DNA proviral Virion
Env
gp120/gp4l Permitem a entrada do virus na célula Virion, membrana
Ativador transcricional, necessario para o alongamento dos
Tat transcritos virais, aumenta a processividade da maquinaria Nucleo
transcricional
Rev Transporte dos RNAs virais do nucleo para o citoplasma Nucleo/Citoplasma
Modulador da replicagdo viral, reduz a expressdo de CD4 e de .
Nef moléculas de MHC classe I Membrana, citoplasma
Promove o transporte nuclear do DNA viral, parada do ciclo . ,
Vpr Virion, ntcleo
celular em G2.
Vif Facilita a maturagdo do virion e aumenta a infectividade Virion, citoplasma

Vpu Facilita a liberagdo do virus pela célula, reduz a expressdo de CD4 ~ Membrana
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3.2.2 - MECANISMO DE ENTRADA DO ViRUS NA CELULA

A entrada do HIV na célula hospedeira ocorre por meio de um mecanismo
envolvendo a fusdo direta do envelope viral com as membranas celulares. As proteinas do
envelope viral estdo envolvidas neste processo. A glicoproteina soluvel gpl20 e a
subunidade transmembranica da gp41 encontram-se associadas na superficie viral por
interacdes ndo covalentes, na forma de um complexo heterotrimérico, (gp41);-(gp120)s
(revisto por Koch et al., 2003)

No modelo de infec¢dao atualmente aceito, o processo de entrada comega com a
ligagdo de gp120 a CD4 na superficie da célula (Maddon et al., 1986). Esta interagdo leva a
formagao de um complexo gp120-CD4, que sofre uma mudanga conformacional, expondo
um sitio de ligacdo reconhecido por um co-receptor, no caso um receptor de quimiocina,
principalmente CCR5 em macrofagos (Wu et al., 1996) e CXCR4 em linfocitos T (Feng et
al., 1996). Conforme revisto por Finnegan e colaboradores (2002), a interagdo do co-
receptor com gp120-CD4 forma um complexo intermedidrio que promove o deslocamento
da gp120 de gp4l, seguindo-se uma série de mudangas conformacionais em gp4l, que
expde sua por¢dao N-terminal, o peptideo de fusdo. Os peptideos de fusdo do trimero
formado por gp41 inserem-se na membrana celular e, pela formagdo de grampos, mediam a

fusdo virus-célula (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de entrada do HIV-1 na célula hospedeira (adaptado de Abbas et al., 2002).



20

3.3 - A ESTRUTURA E SINTESE DO COMPLEXO GLICOPROTEICO

A gpl20 ¢ uma proteina soluvel intensamente glicosilada, sendo as cadeias de
carboidratos responsaveis por cerca de 50% da massa molecular da proteina. E composta
por 5 regides constantes (C1 - C5), intercaladas por 5 regides variaveis (V1 - V5) (Figura
5). O mapeamento topografico, baseado em estudos de modelagem molecular,
cristalografia ¢ RMN sugerem que as regides constantes formam um nucleo central,
enquanto as regides variaveis estdo agrupadas por pontes dissulfeto (com exce¢ao de V5) e

formam algas que emergem da superficie da proteina (revisto por Poignard et al., 2001).

gp160
C1 \% 1 V2 c2 V3 C3 V4 C4 V5 C5 PF HR1 HR2 DT
(L s S s o s | Y O 6 s
ectodominio cauda
gp120 gp4l

Legenda

C1 - C5: regides constantes
V1 - V5: regides variaveis
PF: peptideo de fuséo

HR1 e HR2: dominios em a-hélice

DT: dominio transmembranico

Figura 5. Mapa da gp160 contendo as principais regides da gp120 e gp41.

A estrutura cristalina da gp120, em resolucio de 2,5A revelou que o nicleo
deglicosilado da proteina ¢ formado por 25 folhas B, 5 a-hélices e 10 segmentos em alga
formando uma estrutura globular em formato de coracdo (Figura 6). A cadeia polipeptidica da
gp120 enovelada possui dois grandes dominios, um dominio interno e um externo, ligados por

uma folha B, formando uma depressdo que constitui o sitio de ligagao a CD4 (Kwong et al.,
1998).
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Figura 6. Diagrama esquematico do ntcleo de um mondmero
deglicosilado da gp120.(adaptado de Kwong et al.,1997).

O sitio de ligagdo a CCRS ¢ relativamente proximo ao sitio de ligagdo a CD4.
Residuos de aminoacidos da alga V3 provavelmente também estdo envolvidos na ligacdo a
CCRS, potencialmente formando um sitio de ligacdo descontinuo. Sugere-se também que o
CXCR4 interaja com gpl20 em uma regido similar a de CCRS, com contato em alguns
residuos de aminoacidos diferentes (revisto por Poignard et al., 2001).

O monomero da gp41 ¢ uma proteina que possui um ectodominio N-terminal, um
dominio transmenbranico Unico e uma extensa cauda C-terminal (Fig 5). De acordo com a
revisdo feita por Bir & Alizon (2004), o ectodominio, regido mais conservada de env,
contém o peptideo de fusdo e apresenta duas regides propensas a formar dominios em o-
hélice, conhecidos como HR1 e HR2 (heptad repeated sequences). Os estudos
cristalograficos de peptideos derivados da gp41 (Chan et al., 1997; Tan et al., 1997 ¢

Weissenhorn et al., 1997;) mostraram que as a-hélices HR1, considerando a gp 41 no seu
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contexto trimérico, formam um feixe central de 3 a-hélices com faces hidrofobicas, nas

quais as 3 a-hélices HR2 sdo enoveladas em um sentido antiparalelo (Figura 7).

B

Figura 7. A: Diagrama esquematico do “feixe de 6 hélices” formado pelo
enovelamento das regides em o-hélice HR1 (amarelo) e HR2 (vermelho)
em um trimero da gp41. B: Vista frontal do “feixe de 6 hélices” (adaptado
de Tan et al., 1997).

Em um monoémero de gp41 completo, uma alca hidrofilica contendo dois residuos
de cisteina une HR1 ¢ HR2 por uma ponte dissulfeto, de forma que cada monomero se
dobre em uma conformagao de grampo, formado o “feixe de 6 hélices”, responsavel pela
fusdo virion-célula (revisto por Colman & Lawrence 2003)(Fig 7).

Segundo o modelo tradicional da estrutura da gp41, a por¢ao C-terminal da proteina
esta inteiramente contida no interior da célula/virion. Contudo, apds analisar a por¢do C-
terminal de 357 seqiiéncias de gp41 de subtipos de A a D, Hollier & Dimmock (2005)
sugerem que todas potencialmente possuem um segundo ectodominio, de aproximadamente
40 residuos de aminoacidos, suportado por 3 dominios transmembranicos, além de uma
cauda interna de aproximadamente 100 residuos. Tal conformagdo da gp41 representaria
uma pequena parcela da populagdo de gp41 que € incorporada aos virions.

As glicoproteinas do envelope viral sdo geradas a partir da clivagem, por proteases
celulares de um Unico precursor protéico, gp160, codificado por env. A gp160 ¢ sintetizada

no reticulo endoplasmatico e ¢ sujeita a uma extensiva N-glicosilagdo por cadeias de
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manose ligadas a residuos de asparagina em sitios NXS ou NXT (revisto por Land &
Braakman, 2001). Considerando que 50% da massa molecular de gpl60 ¢ devida a
carboidratos, sugere-se que tais modificagdes pds-traducionais sejam de grande importancia
para o trafego intracelular e o processamento do precursor. Versdes mutantes da gpl60,
com alteragdes nos sitios de glicosilagdo N621, N630 ¢ N642 apresentam um atraso no
transporte intracelular e diminui¢do do processamento proteolitico, quando comparadas ao
tipo selvagem (Fenouillet & Jones, 1995).

Apds a clivagem, gpl20 e a gp4l sofrem a adigdo pods-traducional de fucose,

galactose e acido sialico (revisto por Moulard & Decroly, 2000).

4. AGENTES ANTI-RETROVIRAIS

A terapia anti-retrovial (TARV) administrada em pacientes soro-positivos
normalmente € constituida por um coquetel de medicamentos que inclui pelo menos dois
inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucleosideo (ITRNs) e um inibidor da
protease (IP) e/ou um inibidor da transcriptase reversa ndo-andlogo de nucleosideo
(ITRNN). Atualmente, existem 17 drogas aprovadas para o tratamento da infec¢do (Tabela
3) (revisto por Potter et al., 2004; Ministério da Saude, 2004).

Na maioria dos casos, o tratamento resulta em uma diminuicdo da carga viral.
Entretanto, o tratamento prolongado com tais drogas pode resultar na selecdo de linhagens
virais resistentes, levando a progressao da doenca (revisto por Deeks, 2003).

Uma série de mutagdes em residuos de aminoacidos da TR e PR wvirais foi
caracterizada e essas t€m sido associadas ao desenvolvimento de resisténcia do virus. Tais
mutagdes sdo classificadas como primarias, quando diminuem a sensibilidade do virus a um
medicamento, ou secundarias quando estdo associadas a um aumento na capacidade
replicativa do virus quando na presenca das drogas. Diversos trabalhos publicados no Brasil
(Dumans et al., 2002; Tanuri et al., 2002 ¢ Couto-Fernandez et al., 2005) e no mundo

(Johnson et al., 2005) comprovam a emergéncia de tais mutagdes,
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Tabela 3. Diferentes drogas aprovadas para a terapia anti-retroviral do HIV-1 (adaptado de Potter et al., 2004;
Brasil, Ministério da Saude, 2004)

Classe Droga Alvo Modo de agdo
Inibidor da transcriptase Zidovudina (AZT) Transcriptase reversa  Fosforilados por enzimas celulares.
reversa :':mélogos de Didanosina (dd) CompetitiYamente inibem a sintese
nucleosideo (ITRN) do DNA viral ou provocam
Zalcitabina (ddC) terminagdo de cadeia.
Estavudina (d4T)
Lamivudina (3TC)
Abacavir (ABC)
Tenofovir (TFV)
Inibidor da transcriptase Nevirapina (NVP) Transcriptase reversa ~ Nao-fosforilados. Inibi¢ao ndo
oot v (0L conpeiv e dai o DA
Efavirenz (EFZ) enzima.
Inibidor da protease (IP) Saquinavir (SQV) Protease Inibicdo da funcdo enzimatica por
Indinavir (IDV) ligacdo direta ao sitio ativo.
Ritonavir (RTV)
Nelfinavir (NFV)
Amprenavir (APV)
Lopinavir (LPV)
Atazanavir (ATV)

Montessori e colaboradores (2004) e dados do Ministério da Saude (Brasil,
Ministério da Satde, 2004) apontam para outro problema inerente a terapia anti-retroviral: a
toxicidade. J& foram reportados inimeros casos de hipersensibilidade, neuropatias,
hepatotoxicidade, pancreatite, cardiomiopatias, osteoporose, disturbios neuropsiquiatricos
(distarbios do sono, depressdo, dificuldade de concentracdo, amnésia, alucinacdes), entre
outros efeitos adversos.

Em vista do nimero crescente de casos de linhagens de HIV resistentes aos anti-
retrovirais ¢ da toxicidade dos medicamentos, novos alvos tém sido considerados para o
desenvolvimento de drogas.

Um passo do ciclo de vida do virus que tem recebido um grande enfoque no

desenvolvimento de novas drogas é a entrada do virus na célula. A Enfuvirtidina

(Roche/EUA), também conhecida como Fuzeon ou T-20, impede a interacao de gp41 com a
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membrana da célula hospedeira ja existe comercialmente. Aprovada pelo Food and Drug
Administratio/EUA (FDA) em 2003, a Enfuvirtidina ¢ um peptideo de 36 residuos de
aminodcidos que se liga a um intermedidrio conformacional da gp41 impedindo a formacao
do grampo de fusdo (reviso por Jamjian & Mcnicholl, 2004). Como para todos os anti-
retrovirais existentes, também ja foram detectadas mutacdes que conferem resisténcia ao T-
20 (Johnson et al., 2005).

Devido ao nimero crescente de novos casos de infec¢cao do HIV em todo o mundo, e
ao custo elevado da terapia anti-retrovial, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de
vacinas tem ganhado mais espacgo. Segundo dados de 2006 da International AIDS Vaccine
Initiative (IAVI), em todo o mundo, entre estudos de fase I, II e III, estdo em teste mais de
30 tipos diferentes de vacinas contra o HIV. Estas incluem vacinas de DNA, peptideos
sintéticos, vetores virais e proteinas recombinantes, principalmente as glicoproteinas do
envelope.

Conforme revisto por Grundner e colaboradores (2005), ha muito vem se tentando
utilizar epitopos derivados de versdes monoméricas da gpl20 como agentes vacinais. Os
resultados, entretanto, foram pouco animadores, uma vez que estes imundgenos
apresentaram uma baixa capacidade de elicitar a producdo de anticorpos neutralizantes
contra isolados clinicos de HIV. Um classico exemplo mal sucedido foi a vacina
desenvolvida pela firma de biotecnologia VaxGen, chamada de AIDSVAX, consistindo de
versdes monoméricas e recombinantes da gp120 (Billch, 2004). Entretanto, os testes de fase
IIT realizados em 2003 ndo apresentaram resultados muito significativos, uma vez que as
respostas imunes celular e humoral induzidas apenas pela AIDSVAX nao ofereceram
nenhum efeito protetor contra o HIV (revisto por Mcneil et al., 2004).

O insucesso em se usar somente a gpl20 de HIV-1 como agente terapéutico ¢
devido a alta variabilidade da estrutura de superficie desta proteina, resultado de seu alto
teor de glicosilacdo, a presenca de numerosas algas peptidicas flexiveis e ndo conservadas e
a taxa de mutagdo do HIV-1 (revisto por Root & Hamer, 2003). Além disso, anticorpos
contra versdes monoméricas dessas glicoproteinas apresentam um potencial neutralizante
limitado, pois no contexto nativo (trimérico) as glicoproteinas t€ém muitos de seus
determinantes antigénicos camuflados (Check, 2003; Koch et al., 2003 e Grundner et al.,
2004).
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Por outro lado, segundo Burton e col. (2004), estudos empregando versodes de gp120
e gp4l na sua forma trimérica nativa, ou versdes recombinantes, vém se tornando
estratégias plausiveis para o desenvolvimento de antigenos para a selecdo de anticorpos
neutralizantes com acdo de amplo espectro, uma vez que a selecdao desses anticorpos estaria
sendo dirigida contra os epitopos realmente relevantes. Alguns exemplos desse tipo de
iniciativa sdo apresentados a seguir.

Srivastava e colaboradores (2002) expressaram, em células CHO dhfr-, uma versao
oligomérica da gpl140 (forma truncada da gpl160 contando apenas com o ectodominio da
gp41) com o sitio de clivagem entre a gp120 e gp41 mutado. Anticorpos do soro de coelhos
imunizados apresentaram capacidade de reconhecer a proteina purificada. No entanto, nao
foi testado o potencial neutralizante dos soros. Schiilke e colaboradores (2002) também
expressaram, em células CHO dhfr-, uma versdo oligomérica da gp140, desta vez com o
sitio de clivagem intacto, contando com pontes dissulfeto estabilizando a gpl120 e o
ectodominio da gp41.Uma série de anticorpos neutralizantes classicos como 2G12 (anti-
gp120), 2F5 (anti-gp41) e 17B (anti-sitio de ligacdo a CD4 e CCRS), foram capazes de
reconhecer a construgdo recombinante.

Lenz e colaboradores (2005) fizeram a expressdo na linhagem BL21 de E. coli, de
uma versdo recombinante trimérica do ectodominio da gp41. Apesar do baixo poder
neutralizante do soro coletado de coelhos imunizados, foi observado um potencial inibitorio
de fusdo similar ao T-20 (enfuvirtidina). Qiao e colaboradores (2005) expressaram, em
células de inseto, construgdes triméricas contando com formas truncadas da gpl120
(somente com os dominios Cl1 e C5) fusionadas ao ectodominio da gp41, ndo sendo
detectada a atividade neutralizante nos soros de coelhos imunizados. Jeffs e colaboradores
(2004) expressaram em células CHO versdes oligoméricas da gp140 de varios subtipos de
HIV-1. Os soros de coelhos imunizados apresentaram capacidade de reconhecimento
antigénico cruzado entre as construgdes de subtipos diferentes. Nao foi testado o potencial
neutralizante dos soros.

Como ultimo exemplo, temos o trabalho de Grundner e colaboradores (2005),
fazendo a expressdo, em células HEK293, de versdes triméricas da gp140, com o sitio de
clivagem mutado, mas mantendo o dominio transmembranico da gp4l. O complexo

purificado, assim como versdes monomeéricas, foram associados a preparacdes lipidicas e
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inoculados em coelhos. Os soros dos coelhos imunizados com as versdes oligoméricas
apresentaram capacidade neutralizante sobre isolados clinicos de HIV-1.

No entanto, outra metodologia, que nao o teste do soro de animais imunizados tem
sido bastante empregada para a obtencdo de anticorpos neutralizantes contra o HIV-1, tal
metodologia é conhecida como Phage Display.

Conforme revisto por Brigido & Maranhdo (2002) o Phage Display ¢ uma técnica
que se baseia na utilizacdo de bacteridfagos para a producdo de proteinas de interesse
fusionadas a proteinas estruturais (normalmente p3 ou p8) de bacteriofagos da familia
Inoviridae (fagos filamentosos como M13, fd, fl, entre outros), de modo que, uma vez
montada a particula viral, o peptideo exdgeno ¢ incorporado ao capsideo. A expressao da
proteina de fusdo no capsideo do fago da-se de maneira que a mesma possa ser reconhecida
por um determinado ligante.

Por manipulagdo genética, ¢ feita a incorporagdo de uma biblioteca de DNA, que
codifica milhdes de variagdes da proteina de fusdo, em vetores plamidiais que codificam
uma proteina do capsideo viral, e a origem de replicagdo de fagos filamentosos. Esse
conjunto de vetores contendo a biblioteca ¢ entdo utilizado para a transformacgao de células
bacterianas que sdo posteriormente infectadas com fagos auxiliares que contém todos os
genes do bacteriofago filamentoso e o gene de replicacdo viral defectivo. Deste modo
ocorre o resgate dos vetores sob a forma de particulas virais, sendo gerada uma biblioteca
de intmeros variantes da proteina de interesse expressa na superficie dos fagos. A
biblioteca pode ser utilizada para a selegdo de determinados variantes da proteina de
interesse com maior capacidade de ligacao a um ligante especifico.

As formas variantes da proteina selecionadas, podem ser, por exemplo, fragmentos
de anticorpos e o ligante especifico, um epitopo de interesse.

Por meios desta metodologia, t€ém sido descobertos varios anticorpos neutralizantes
de amplo espectro, isto € com alta capacidade de neutralizagao cruzada entre isolados virais
de diferentes subtipos. O primeiro anticorpo neutralizante descoberto foi o b12, anticorpo
que reconhece o sitio de ligacdo da gpl20 a CD4, selecionado de uma biblioteca de
fragmentos de anticorpos (Fabs) apresentada na superficie de fagos, construida a partir do
RNA extraido de células de medula 6ssea de um paciente soro-positivo assintomatico

(Barbas et al., 1992). Zwick e colaboradores (2001) isolaram um fragmento de anticorpo
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denominado Z13, que reconhece o ectodomino da gp41, préximo a regido transmembrana.
O Z13 também foi selecionado por meio de uma biblioteca de Fabs apresentada na
superficie de fagos, construida a partir do repertdrio imune de células da medula 6ssea de
um paciente soro-positivo. Em 2004, Zhang e colaboradores, também isolaram - a partir de
uma biblioteca de Fabs derivados de células de medula 6ssea de um paciente infectado,
nao-progressor - o anticorpo o m14, que reconhece a gp120 complexada com CD4.

Karle e colaboradores (2004) selecionaram um fragmento de anticorpo (JL413)
capaz de se ligar a gp120. A biblioteca utilizada para a selecdo do JL413 foi construida com
base no repertorio imune de linfocitos de sangue periférico de pacientes portadores de lupus
eritematoso sistémico, uma biblioteca em principio ndo relacionada com o antigeno
utilizado para a selecdo. Isto, no entanto, ja é esperado, uma vez que, se uma biblioteca ¢
suficientemente ampla e diversa, ela pode muito bem ser utilizada para a selecao de
anticorpos a partir de antigenos aparentemente ndo relacionados (Albuquerque, 2005).

Atualmente, ¢ interessante considerar ndao apenas a utilizacdo de um anticorpo
especifico que neutralize um certo nimero de isolados clinicos. Por maior que seja o
espectro de neutralizacdo cruzada para um mesmo anticorpo, este nao serd capaz de atuar
de forma eficiente sobre todas as formas variantes de um virus tao sujeito a mutagcdes como
o HIV. Desta forma, o uso combinado desses anticorpos, dirigidos contra epitopos variados
da glicoproteinas do envelope viral pode se tornar uma alternativa vidvel no
desenvolvimento de vacinas profilaticas, impedindo o estabelecimento da infecgdo.
Exemplos bem sucedidos do uso desta estratégia ja foram observados.

Xu e colaboradores (2001) foram capazes de neutralizar a infeccdo de linfocitos
humanos por 20 isolados de HIV-1, subtipo C, utilizando uma combina¢do de quatro
anticorpos classicamente reconhecidos como neutralizantes para isolados de subtipo B: o
b12, 0 2G2 (contra residuos de manose na gp120), o 2F5 e o0 4E10 (ambos contra epitopos
no ectodomino da gp41). Em um outro trabalho, o mesmo grupo foi capaz de neutralizar
todos os isolados virais de subtipos A e D, em um total de 9 analisados, utilizando a mesma
combinagdo de anticorpos (Kitabwalla et al., 2003).

Em um modelo de estudo diferente (Hofmann-Lehmann et al., 2001), neonatos de
macacos Rhesus foram tratados com uma combinagdo dos anticorpos F105 (contra o sitio

de ligagcdo a CD4), 2G12 e 2F5 e posteriormente infectados com uma versao quimérica de
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SIV expressando env de HIV-1 (SHIV). Oito dias apds o desafio com SHIV, foi realizado
novo tratamento com os anticorpos. Os macacos tratados foram protegidos da infec¢ao, ao
contrario do grupo controle.

Recentemente, o grupo de Imunologia Molecular do Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Brasilia (UnB), construiu uma biblioteca de fragmentos de
anticorpos humanos (forma Fab) apresentados na superficie de fagos filamentosos a partir
do repertorio imune de 11 pacientes com osteosarcoma. A biblioteca apresenta 1,45 x 10°
formas funcionais diferentes de Fab e foi utilizada para selecionar Fabs com capacidade de
reconhecimento de células derivadas de tumores 6sseos em cultura (Dantas-Barbosa, 2005).
Ainda em 2005, no trabalho desenvolvido por Albuquerque, esta mesma biblioteca foi
utilizada para a selegdo de fragmentos de anticorpos humanos ligantes a um peptideo
sintético de 23 residuos de aminoacidos, correspondente a por¢do HR1 do ectodominio da
gp41 de HIV-1. Os Fabs selecionados encontram-se em fase de expressao e purificacgao.

Tendo em vista este cendrio, € interessante a amplificagdo e clonagem de formas
recombinantes de env para expressao de proteinas recombinantes de HIV-1 em células de
mamiferos. Tais proteinas podem ser utilizadas para o teste da capacidade de ligacdo dos
Fabs selecionados por Albuquerque (2005), assim como testes preliminares dos mesmos
Fabs quanto a capacidade de neutralizar o processo de fusdo das membranas de células que
expressam o complexo glicoprotéico recombinante e aquelas expressando CD4 e os co-
receptores. Células expressando o complexo glicoprotéico recombinante também podem ser
utilizadas para a selecdo de outros anticorpos da biblioteca construida por Dantas-Barbosa e
colaboradores(2005) tendo como alvo ndo apenas um epitopo especifico, mas sim o

complexo glicoprotéico como um todo.
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OBJETIVOS

Tendo em vista o interesse do grupo na producdo de proteinas com potencial
terapéutico, este trabalho tem por objetivos a avaliacdo preliminar das células HSG como
sistemas alternativos para a expressdo heterdloga, assim como a produgdo de versdes

recombinantes dos antigenos de superficie do envelope viral de HIV-1.

Objetivos especificos:

e Avaliar, comparativamente, a eficiéncia de transfeccdo entre as células
CHO-K1 e HSG pelas metodologias de co-precipitagdo com fosfato de
calcio e transfec¢ao mediada por lipideos cationicos;

e Testar o efeito dos choques osmoticos com glicerol ¢ DMSO como
potencializadores da eficiéncia de transfec¢do nas células HSG;

e Avaliar, comparativamente, a eficiéncia de expressao transiente de uma
proteina recombinante secretada pelas células CHO-K1 e HSG. No caso, o
anticorpo quimérico anti-Z-DNA Z22, na forma recombinante de fragmento
FvFc;

e Amplificagdo, clonagem e expressdo de versdes recombinantes das
glicoproteinas do envelope viral de HIV-1, subtipo C, em vetores de

expressao para células de mamiferos.



MATERIAL
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MATERIAL

1. - LINHAGENS BACTERIANAS

A seguir sao listadas as linhagens de Escherichia coli utilizadas para amplificagao
de plasmideos durante a realizagdo desse trabalho, com seus respectivos genétipos. As

linhagens bacterianas foram estocadas a — 80° C em meio LB contendo 35% de glicerol.

- XL1-Blue — recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA lac [F’ proAB
lacl’ZAM15 Tn10 (Tet')] (Stratagene, 2004);

- SURE - ¢14" (McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96
relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F’ proAB lacl9Z4AM15 Tnl0 (Tet")]
(Stratagene, 2004);

- TOP10 — F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG (Invitrogen, 2004).

2. - LINHAGENS DE CELULAS DE MAMIFEROS

- CHO-K1 - (ATCC" nimero: CCL-61), linhagem celular aderente de morfologia
epitelial, estabelecida inicialmente como um subclone da linhagem parental CHO (Chinese
Ovary Hamster), iniciada a partir da biopsia de um ovario de uma fémea adulta de Hamster
Chinés (Cricetulus griseus), (Puck et al., 1958). Linhagem adquirida pelo Banco de Células

do Rio de Janeiro;

- HSG — linhagem celular aderente de morfologia epitelial, derivada de células
tumorais do ducto de glandula submandibular humana. A linhagem foi estabelecida em
cultura a partir de uma glandula salivar humana irradiada (Shirasuna et al, 1981). A
linhagem celular HSG nos foi cedida pelo Prof. B. J. Baum (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland);



32

3. -PLASMIDEOS

Os vetores utilizados para transfec¢cao de células de mamiferos, para clonagem dos

produtos de PCR e o vetor de expressao utilizados neste trabalho estdo descritos abaixo.

- pCMVB-Gal (Clontech): O vetor de 7200 pb possui o promotor precoce de
citomegalovirus (pCMV IE), intron SV40 SD/AS, gene de [B-galactosidase de E. coli
(lacZ), sinal de poliadenilagao do SV40 (SV40pA); origem de replicagdo plasmidial (ori) e
gene de resisténcia a ampicilina (amp) bacterianos (Figura 8). O vetor foi utilizado para

estimativa de eficiéncia de transfecgao.

SV40 SDfSA

pCMVB-Gal
7200 bp

SV40pA

Figura 8. Representacdo esquematica do mapa fisico do
vetor pCMVp-Gal (Clontech). Adaptado de Ruggiero
(2002).
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- pMAC/PS: O vetor de 4393 pb possui promotor de citomegalovirus (pCMV),
origem de replicacdo plasmidial (ori), gene de resisténcia a ampicilina (amp), sinal de
poliadenilacdo do SV40 (SV40pA), sitio multiplo de clonagem (MSC), promotores do fago
T7 e do SP6. O vetor conta ainda com a regido codificadora do peptideo sinal do dominio
pesado de imunoglobulina murina 1gG1 Z22, da familia génica VH10 (Figura 9). O vetor

foi utilizado como controle negativo nos experimentos de transfec¢do (vetor vazio).

fon E

Amp lacd
pMACIPS 17
b
i pp SV40pA

Figura 9. Representagdo esquematica do mapa fisico do
vetor pMAC/PS. Adaptado de Ruggiero (2002).
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-pMAC/PS/Z22: Vetor de 5839 pb que conta com as mesma caracteristicas do
vetor pMAC/PS, mas que possui entre o pCMV e o SV40pA o gene que codifica o
anticorpo quimérico anti-Z-DNA Z22, em forma de Fv de cadeia Unica, fusionada ao

fragmento Fc humano (Figura 10)

Flari

lacd

SWadpA
pMACIPS/Z22
5839 bp

Linker V

Ps

Figura 10. Representagdo esquematica do mapa fisico do

vetor pMAC/PS/Z22. Adaptado de Ruggiero (2002).
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- pGEMC®-T Easy (Promega) - O vetor de 3015 pb possui o gene de resisténcia a
ampicilina (amp) como marca de seleg@o, a origem de replicagdo bacteriana (0ri), parte do
gene lacZ que codifica o fragmento amino-terminal da enzima [-galactosidase, sitio
multiplo de clonagem (MCS) na regido codificadora do gene lacZ e os promotores T7 e

SP6 flanqueando a regido de clonagem (Figura 11).

A,
A produto de PCR

pGEM-T Easy

3015 bp

Figura 11. Representagdo esquematica do mapa fisico do vetor
para clonagem de produtos de PCR pGEM®-T Easy (Promega).
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- pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen) - O vetor de 5523 pb possui o gene de
resisténcia a ampicilina, como marca de selegdo em E. coli, ¢ o gene de resisténcia a
geneticina (G418), marca de selegdo para transfectomas estaveis em células de mamiferos.
O inserto fica sob o controle da seqii€ncia promotora de citomegalovirus (CMV), com sinal
de poliadenilagdo do hormonio de crescimento bovino (BGH). O vetor conta ainda com
sitio multiplo de clonagem e seqiiéncias codificadoras para o epitopoV5, derivado do
epitopo PK presente nas proteinas V e P de paramixovirus SVS5, e para uma cauda de
histidina (Hisg) C-terminais, possibilitando a identificagdo da proteina recombinante por
anticorpos anti-V5 e anti-His-tag, além de permitir a purificacdo do produto protéico por

cromatografia em coluna de niquel (Figura 12).

A
procuto de PCR

pCDNA3.1/V5 His.TOPO BEHPA

5523 bp

pUC

SV40 ori

SV4lpA
Heo

Figura 12. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor de expressdo
pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen).
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- pcDNA3.1/V5-His-TOPO/lacZ (Invitrogen) - O vetor de 8592 pb possui as
mesmas caracteristicas do pcDNA3.1/V5-His-TOPO, apresentando ainda regido
codificadora do gene lacZ. Esse vetor foi empregado como controle positivo de expressao
nos experimentos de transfecc¢ao (Figura 13).

puc
pcDNA3.1/V5 His- TOPQ  lacZ

lac?

e 8592 bp

+

V5
HIS tag

BGH pA
SV ori flori

Heo

Figura 13. Representacdo esquematica do mapa fisico do
vetor controle de expressdo pcDNA3.1/V5-His-
TOPO/lacZ (Invitrogen).
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4. - AMOSTRA DE CDNA VIRAL

Os fragmentos génicos correspondentes as proteinas do envelope viral de HIV-1
foram amplificados a partir de uma amostra de cDNA viral retro-transcrito a partir de RNA
extraido de plasma sanguineo de uma paciente infectada, de 23 anos, ndo submetida ao
tratamento anti-retroviral. A amostra de ¢cDNA, identificada como 116/00, subtipo C, foi
gentilmente cedida pelo Laboratorio de Retrovirus — Genotipagem do HIV do Instituto

Adolfo Lutz — Sao Paulo.

5. - OLIGONUCLEOTIDEOS SINTETICOS

Os oligonucleotideos utilizados como iniciadores para as reacdes de polimerizagao
em cadeia deste trabalho foram desenhados tomando-se como base as seqiiéncias de DNA
da linhagem viral de referéncia HXB2 (GenBank K03455, subtipo B), assim como a
linhagem 92BR025 (GenBank UR52953, subtipo C), empregando-se o programa Oligo 4.0
(National BioSciences) ou seqiiéncias de iniciadores ja descritas na literatura. Os

oligonucleotideos sintéticos estdo representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Oligonucleotideos sintéticos utilizados para amplificacdo de seqiiéncias de env, correspondentes as
glicoproteinas de HIV-1.

Oligonucleotideo

BGHr

E70
E120

E130

E180
E230

ED3

ED14

envM

LGP41

LGP120

LGP140

LGP160

M13 Universal

M13 Reverso

PSLOWER

T7

UGP41

UGP120

UGP160

Seqiiéncia

5’ TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’

5' GGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTGTAA 3'
5' GTAGAAATTAATTGTACAAGACCC 3'

5' ACAAATTATAAACATGTGGCAGG 3’

5' GTCTGGTATAGTG CAACAGCA 3'
5" AATATTCATAATGATAGTAGAG 3'

5' TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG 3’

5'TCTTGCCTGGAGCTGTTTGATGCCCCAGAC 3’

5’ TAGCCCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTA 3’

S’CATTTGTTCCCCATTTTCTTGCAAAGCTGCTTC
AAAGCCCTGTC 3’

5" TCCCTTTTCCCTTAGTGG 3°

5’ CTGA AACGACAAGGGTGAGT 3’

5> GGAAAGAGCAGAAGACAGTG 3’

5" GTAAAACGACGGCCAGT 3’

5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’

5" ATTACAAATCATTAACATCCA 3’

5’ TAATACGACTCACTATAGGGG 3’

S’TGGATGTTAATGATTTGTAATGCAGTGGGAAT
AGGAGCTGTGTT 3’

5’GCAGAAG ACAGTGGCAATGA 3°

5" CATTTTTCCCATTTTCTTG 3’

Aplicacao
Seqiienciamento de fragmentos de
DNA clonados no vetor
pcDNA3.1/V5-His
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Amplificacdo da gp41, a partir da
extremidade 3’, seqiienciamento
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Amplificacdo da gp120 a partir da
extremidade 5’

Amplificacdo da gp120 a partir da
extremidade 3’

Amplificacdo da gp41 a partir da
extremidade 3’

Amplificacdo da gp41 para
recebimento do peptideo sinal
Amplificacdo da gp120 a partir da
extremidade 3’, seqiienciamento
Amplificagdo da gp140 a partir da
extremidade 3’, seqiienciamento
Amplificacdo da gp160 e da gp41 a
partir da extremidade 3°,
seqiienciamento

Seqiienciamento de fragmentos de
DNA clonados no vetor pPGEM-T-easy
Seqiienciamento de fragmentos de
DNA clonados no vetor pPGEM-T-easy
Amplifica¢do do peptideo sinal do
HIV a partir da extremidade 3’
Seqiienciamento de fragmentos de
DNA clonados no vetor
pcDNA3.1/V5-His

Amplificacdo da gp41 a partir da
extremidade 5’para recebimento do
peptideo sinal

Amplificacdo da gp120 a partir da
extremidade 5°, seqiienciamento
Amplificagdo da gp160 a partir da

extremidade 5’




6. - MEIOS DE CULTURA PARA O CULTIVO DE E. coli

- Meio Luria-Bertani (LB) pH 7,0

Extrato de levedura (p/v) 0,5%
Peptona de caseina (p/v) 1,0%
NaCl (p/v) 1,0%

- Meio LB-Agar pH 7,0
Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 1,4% (p/v).

- Meio SB pH 7,0
Extrato de levedura (p/v) 0,5%
Peptona de caseina (p/v) 1,0%
MOPS (p/v) 1,0%

- Meio SOB pH 7,0

Triptona (p/v) 2,0 %
Extrato de levedura (p/v) 0,5 %
NaCl 10,0 mM
KCl 2,5 mM
- Meio SOC

Meio SOB suplementado com:

MgCl, 10,0 mM
MgSOg4 10,0 mM
Glicose 20,0 mM

Ap6s confecgdo, os meios foram autoclavados a 120° C por 20 minutos.

40
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7. - ANTIBIOTICOS

Os estoques das solugdes de ampicilina e kanamicina foram preparados em agua
milliQ, nas concentragdes de 100 e 50 mg/mL, respectivamente. O estoque de tetraciclina
foi preparado a 20 mg/mL em etanol. Todas as solu¢des foram esterilizadas por filtragao
em membranas de éster de celulose com poros de 0,22 um (Millipore), e estocadas a -20°

C, abrigadas da luz, em aliquotas de 1,5 mL.

8. - MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES PARA O CULTIVO DE CELULAS DE MAMIFEROS

- Ham’s/F12 Nutrient Mixture (HyClone) pH 7,2

Meio base 10,600¢g
NaHCOs 1,176g
dH,O q.s.p 1,000L

- DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Hyclone) pH 7,2

Meio base 13,4g
NaHCOs 3,7¢g
dH,O q.s.p 1,0L

- Meio de congelamento

DMEM adicionado de soro fetal bovino a 20% e de dimetilsulfoxido a 5%.

- BSS - Hank’s Balanced Salt Saline (HyClone) pH 7,2

Meio base 9,80¢g
NaHCOs 0,35¢g
dH,O q.s.p 1,00L

- BSS/CMF - Hank’s Balanced Salt Saline — modified: calcium and magnesium free
(HyClone) pH 7,2

Meio base 9,50g

NaHCOs3 0,35¢
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dH,O q.s.p 1,00L

- Tripsina-EDTA pH 7,6
Tripsina (1:250) (Gibco)
(p/v)
EDTA*4NA" 1,00mM
Solugdo preparada em BSS/CMF.

0,25%

- Azul de Tripano
Azul de tripano (p/v) 0,4%
Solugdo preparada em PBS.

- Antibiotico-Antimicotico - 100X (Gibco)

Penicilina G 10000u/mL
Estreptomicina 10000u/mL
Anfotericina B 25ug/mL

A solucdo antibidtico-antimicético foi adicionada aos meios de cultivo e as solucdes

BSS e CMF para a concentragao de 1X

- Soro fetal bovino (Gibco)
O soro fetal bovino foi adicionado ao meio Ham’s/F12, quando necessario, a uma

concentragao final de 10%.

Os meios de cultivo e demais solugdes foram esterilizados por filtragdo em

membranas de éster de celulose com poros de 0,22um (Millipore).



9. - SOLUCOES-TAMPAO

- Tampao de amostra para eletroforese em gel de agarose 5X

TEB 25X
Glicerol (v/v) 50,0 %
Azul de bromofenol (p/v) 0,2 %

- Tampao de amostra SDS-PAGE 5X

Tris-HCI (pH 6,8) 60,0 mM
Glicerol (p/v) 25,0 %
SDS (p/v) 2,0%
B-mercaptoetanol 14,4 mM
Azul de bromofenol (p/v) 0,1 %

- Tampao de corrida para eletroforese em gel de agarose - TEB 10X pH 8,2

Trizma Base 108,0 g
Acido Bérico 550¢g
EDTA 30,0 g
H,O qg.s.p. 1,0L

- Tampao de corrida para SDS-PAGE -Tris-Glicina 5X pH 8,3

Trizma-base 125,0 mM
Glicina 960,0 mM
SDS (p/v) 0,5 %
- Tampao de Lise pH 8,0

NaH,POy4 50,00 mM
NaCl 300,00 mM
Imidazol 10,00 mM
Tween 20(v/v) 0,05 %

Triton X-100(v/v) 1,00 %
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EDTA (pH 8,0) 1,00 mM
EGTA (pHS.0) 1,00 mM
PMSF 1,00 mM

O PMSF foi adicionado ao tampao imediatamente na hora do uso, a partir de um

estoque a 100 mM, em isopropanol.

- Tampao TE
Tris-HCI (pH 8,0) 25,0 mM
EDTA (pH 8,0) 10,0 mM
Glicose 50,0 mM

- Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4

NaCl 1,37 M

NaH,POy4 1,20 M

KCl 2,70 M

NazHPO4 1,20 M

NaNjs (p/v) 0,02%
- Tampao PBST

PBS 1X adicionado de Tween 20 a 0,05%.

-Tampao da Fosfatase Alcalina (APB)
Tris-HCI (pH 9,5) 100,0 mM
NaCl 100,0 mM
MgCl, 5,0 mM
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10. - ENZIMAS E RESPECTIVOS TAMPOES

- Tag DNA Polimerase (5u/uL) (CENBIOT)

- Tampao da Taq DNA Polimerase 10X (CENBIOT)

Tris-HCI (pH 8,3) 100,0 mM
KCI 500,0 mM
BSA (p/v) 0,1 %
MgCl, 15,0 ou 20,0 mM

- Platinum® Taq DNA Polimerase (Su/pL) (Invitrogen)

- Tampio da Platinum® Tagq DNA Polimerase 10X (Invitrogen)

Tris-HCI (pH 8,4) 200,0 mM
KCl 500,0 mM
MgCl, 15,0 ou 20,0 mM

- Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity (5u/pL) (Invitrogen)

- Tampio da Platinum® Tagq DNA Polimerase High Fidelity 10X (Invitrogen)

Tris-SO4 (pH 8.9) 600,0 mM
(NH4),SO4 180,0 mM
MgSO, 20,0 mM

- Elongase® Enzyme Mix (Invitrogen)

- Tampio A - Elongase® Enzyme Mix 5X (Invitrogen)
Tris-SO4 (pH 9,1) 300,0 mM
(NH.),S04 90,0 mM
MgSO, 10,0 mM



- Tampio B - Elongase® Enzyme Mix 5X (Invitrogen)

Tris-SO4 (pH 9,1) 300,0 mM
(NH4)ZSO4 90,0 mM
MgSO;4 5,0 mM

- EcoR I (12u/pL) (Promega)

Utilizada 1 unidade para cada 100 ng de DNA, juntamente com o tampao H.

- Tampao H 10X (Promega)

Tris-HCI (pH 7,5) 90,0 mM
MgCl, 10,0 mM
NacCl 50,0 mM

- Bgl IT (10u/puL) (Promega)

Utilizada 1 unidade para cada 100 ng de DNA, juntamente com o tampao D.

- Tampao D 10X (Promega)

Tris-HCI (pH 7,9) 6,0 mM
MgCl, 6,0 mM
NaCl 150,0 mM

- Nde I (20u/pL) (New England Biolabs)
Utilizada 1 unidade para cada 100 ng de DNA, juntamente com o tampao NEB 4.

- Tampao NEB 4 10X (New England Biolabs)

Tris-acetato (pH 7.,9) 200,0 mM
Acetato de magnésio 100,0 mM
Acetato de potéssio 50,0 mM

DTT 10,0 mM
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11.-SOLUCOES

- Brometo de etideo
EtBr 10,0 mg/mL
Abrigado da luz.

- DMSO (dimetilsulféxido) 10%
DMSO (v/v) 10%
Esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose com poro de 0,22pum

(Millipore). Preparado em PBS.

- Gel concentrador 5 % para SDS-PAGE

Acrilamida/bis-acrilamida (v/v) 5,00 %
Tris-HCI (pH 6,8) 125,00 mM
SDS (p/v) 0,10 %
Persulfato de amonia (p/v) 0,05 %
TEMED (p/v) 0,10 %

- Gel separador 10 % para SDS-PAGE

Acrilamida/bis-acrilamida (v/v) 10,00 %
Tris-HCI (pH 8,8) 375,0 mM
SDS (p/v) 0,10 %
Persulfato de amoénio (p/v) 0,05 %
TEMED (v/v) 0,05 %

- Glicerol 10%
Glicerol (v/v) 10%
Autoclavado a 120° C por 20 minutos.

- Glicerol 15%
Glicerol (v/v) 15%
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Autoclavado a 120° C por 20 minutos. Preparado em PBS.

- Glicose 2M
Glicose anidra 2M

Esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose com poro de 0,22pum

(Millipore).

- Solucao II
NaOH 0,2M
SDS (p/v) 1,0 %

- Solugio III pH 4,8 - 5,0
Acetato de sodio 3,0M
Acido acético 2,0M

- Solucao acrilamida/bis-acrilamida 30%
Acrilamida (p/v) 30,0 %
Bis-acrilamida (p/v) 0,8 %

- Solucio de bloqueio para ELISA e Western Blot
Leite em p6 desnatado (p/v) 5,0 %

Solugao preparada em PBST.

- Solucao corante para SDS-PAGE

Metanol (v/v) 40,00 %
Acido acético (v/v) 10,00 %
Azul brilhante de Coomassie R-250

0,25 %
(p/v)

- Solucio descorante para SDS-PAGE
Metanol (v/v) 40 %
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Acido acético (v/v) 10 %

- Soluciio corante para Ensaio de p-Galactosidase em cultura de células

K4Fe(CN)g 5,0 mM
K3Fe(CN)s 5,0 mM
MgCl, 2,0 mM
X-Gal (em N, N- 1,0 mg/mL
dimetilformamida)

Solugdo preparada em PBS.

- Solucio de IPTG
IPTG 1,0M
Esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose com poros de 0,22pum
(Millipore).
- Solugao de MgCl,
MgCl, 2,0M
Esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose com poros de 0,22um
(Millipore).
- Solucio de RNase A
RNase A 10 mg/mL

Acetato de sodio pH 4,8 50 mM

Fervida em banho-maria por 10 minutos.

- Solucéo reveladora para Western Blot

O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-bromo-4-cloro-indolil fosfato) foram
preparados em solucdes estoque a 50 mg/mL (Pierce), sendo o NBT dissolvido em N,N-
dimetil formamida a 70%, enquanto o BCIP em N,N-dimetil formamida a 100%. Para o
preparo de 10 mL da solucao reveladora foram adicionados, respectivamente, 66ul. e 33ul

dos estoques de NBC e BCIP em 10 mL de APB.
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- Solucao de X-gal
X-gal 20,0 mg
N, N - dimetilformamida 1,0 mL
Esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose com poros de 0,22pum

(Millipore).

12. - ANTICORPOS

- Anti-Human IgG y-Chain Specific ( Sigma, I- 3382)

Anticorpo IgG produzido em cabra, anti- cadeia pesada constante (y) humana.

- Anti-Human IgG Caprine - Alkaline Phophatase Conjugated (Meridian Diagnostics,
TCE 100)
Anticorpo IgG produzido em cabra, anti-lgG humana, conjugado a fosfatase

alcalina.

- HIS Probe (Santa Cruz Biotechnology, SC 804)
Anticorpo IgG anti-His tag, produzido em coelho.

- Anti-Rabbit-IgG(FC)-Alkaline Phophatase Conjugated (Pierce, cat. no. 31341)
Anticorpo IgG anti-IgG de coelho, produzido em cabra, conjugado a fosfatase

alcalina.

- Anti-gp120 (Affinity Bioreagents, cat. no. PA1-7218)
Anticorpo IgG policlonal anti-gp120 produzido em cabra.

- Anti-Goat-IgG(FC)-Alkaline Phophatase Conjugated (Pierce, cat. no. 31341)
Anticorpo IgG produzido em coelho, anti-IgG de cabra, conjugado a fosfatase

alcalina.
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13. - DEMAIS REAGENTES E KITS UTILIZADOS

- Calcium Phosphate Transfection Kit® (Invitrogen). Utilizado para transfec¢do em células
de mamiferos.

- Concert™ Rapid PCR Purification System (Gibco. Usado para purificagdo de produtos
de PCR para o seqiienciamento automatico.

- Cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad). Utilizadas para eletroporagdo no equipamento Gene Pulser
com Pulser Controller da Bio-Rad.

- Marcador de massa molecular - 1 kb DNA Ladder (1,0ng/nL) (Invitrogen).

- Marcador de massa molecular - 1 kb DNA Ladder (1,0ng/nL) (Sigma).

- Marcador de massa molecular - 100 bp DNA Ladder (1,0ug/pL) (Invitrogen).

- Marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).

- Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). Usado para transfeccdo em células de mamiferos.

- pcDNA3.1/V5-His®TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen). Vetor de expressio em
células de mamiferos.

- pPGEM®-T Easy Vector System | (Promega). Vetor para clonagem de produtos de PCR.

- Qiagem Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Usado para preparagdo de plasmideos para a
transfec¢do em células de mamiferos.

- QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Usado para elui¢do de bandas de DNA em gel de
agarose.

- Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Usado para

purificacdo de plasmideos para o seqiienciamento automatico.
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METODOS

1. - CULTURA DE CELULAS
1.2 - MANUTENCAO E PROPAGACAO DE CELULAS DE MAMIFEROS

As células CHO-K1 foram mantidas em meio Ham’s/F12 (Hyclone), enquanto as
células HSG foram mantidas em DMEM (Hyclone). Ambos os meios de cultivo foram
suplementados com 10 % (v/v) de soro fetal bovino e tamponados com bicarbonato de
sodio, com pH ajustado para 7,2 pela adigdo de NaOH ou HCI. As culturas foram
estabelecidas a partir de indculo inicial de 3x10° a 5x10° células, em frascos de cultura de
poliestireno estéreis e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO, e 70 % de umidade.
Uma vez atingida a confluéncia, a monocamada de células foi lavada com solucdo
BSS/CMF (Hyclone) e destacada do fundo do frasco de cultura por tratamento com solucao
de Tripsina 0,25 %/EDTA 1mM. As células foram entdo contadas e transfereidas para novo

frasco de cultura.

1.3 - CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS VIAVEIS EM CAMERA DE NEUBAUER

Ap0s tratamento com tripsina e coleta por centrifugacdo a 1500 x g por 10 min, o
precipitado de células foi ressuspendido em meio fresco e diluido no corante vital azul de
tripano a 0,4 % (v/v), em uma propor¢do que variou de acordo com o tamanho do
sedimento de células, normalmente de 1:2 (células:corante), em um volume final de 150
uL. As células mortas apresentaram coloragdo azul, em funcdo do comprometimento da
membrana citoplasmatica e influxo do corante, enquanto as células vidveis mantiveram um
aspecto transliicido.As células vidveis foram observadas em microscopio Optico, contadas

nos quadrantes da Camara de Neubauer e estimadas pela formula:

N° de células totais contadas + quantidade de quadrantes contados
x fator de diluicdio x 10* = N° de células/mL.
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1.4 - TRANSFECCOES
1.4.1 - TRANSFECCAO TRANSIENTE COM FOSFATO DE CALCIO

A transfec¢do com fosfato de célcio foi realizada com o kit Calcium Phosphate
Transfection Kit® (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Utilizaram-se
placas de cultura de 6 pogos. Para cada pogo foram inoculadas 2,5 x 10° células, de modo a
que se atingisse cerca de 50 a 70 % de confluéncia no momento da transfeccdo. O meio de
cultura utilizado foi o Ham’s/F12 (Hyclone) para as células CHO, utilizadas como controle,
e DMEM (Hyclone) para as células HSG, ambos suplementados com 10 % (v/v) de soro
fetal bovino. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa com 70 % de umidade e 5 % de
CO; durante aproximadamente 24 h. Cerca de 3 a 4 h antes da transfeccdo, o meio de
cultura foi substituido por meio fresco.

Em tubos de 1,5 mL foram preparadas as solu¢des A e B de transfec¢do para cada
poco. A solugdo A continha 75 pulL de agua estéril, 9 uL. de solucdo de CaCl, 2M e Sug de
DNA. A solu¢ao B era constituida por 75 puL de tampao HBS 2X. Utilizando-se uma pipeta
Pasteur, a solucdo A foi lentamente gotejada sobre a solugdo B enquanto se formavam
bolhas de ar na solu¢do B, empregando-se outra pipeta. Formou-se um fino precipitado a
partir dessa mistura de A e B, esse foi incubado a temperatura ambiente por 30 minutos.
Apos esse tempo, o precipitado foi gotejado em cada pogo, contendo 2 mL de meio de
cultura, e a placa foi agitada em movimento de cruz. As placas foram incubadas a 37 °C em
estufa com 70 % de umidade e 5 % de CO; durante aproximadamente 24 h. Em seguida, os
pogos foram lavados com a solugdo BSS (Hyclone) e o meio de cultura foi trocado. Apds
nova incubacao em estufa durante 24 h, os sobrenadantes de cultura foram coletados e
armazenados a —20 °C para posterior realizacdo do ELISA.

Visando a otimizagdo da eficiéncia de transfeccdo das células HSG, choques
osmoticos com glicerol e dimetilsulfoxido (DMSO) foram realizados. Passadas 24 h da
transfec¢do com fosfato de célcio as células foram incubadas a temperatura ambiente com 2
mL de uma solucao de glicerol a 15 % por 2 min ou com uma solu¢do de DMSO a 10% por

2 min e meio, sendo o meio trocado em seguida.
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1.4.2 - TRANSFECCAO TRANSIENTE POR MEIO DE LIPOSSOMOS

A transfec¢do por lipossomos foi realizada com o kit Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) de acordo com instrugdes do fabricante. Utilizaram-se placas de cultura de 6
pocos. Em cada pogo foram inoculadas 6,0 x 10° células de modo a que se atingisse cerca
de 90 % de confluéncia no momento da transfeccdo. O meio de cultura utilizado foi
Ham’s/F12 (Hyclone) para as células CHO, utilizadas como controle, ¢ DMEM (Hyclone)
para as células HSG, ambos suplementados com 10 % (v/v) de soro fetal bovino. As placas
foram incubadas a 37 °C em estufa com 70 % de umidade ¢ 5 % de CO, durante
aproximadamente 24 h.

Em tubos de 1,5 mL, foram preparadas as solugdes A e B de transfec¢do para cada
poco. A solugdo A continha 4 pg de DNA diluido em 250 ul. de meio DMEM sem soro
fetal bovino e sem antibiotico. A solug@o B era constituida por 10 uL. de Lipofectamine ™
2000, diluida em 240 pL de meio de cultura sem soro fetal bovino e sem antibidtico. Apos
5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a solugdo A foi adicionada a solucao B, em
um volume final de 500 pL. A solugdo final foi incubada durante 20 minutos a temperatura
ambiente, permitindo a formac¢do dos complexos DNA-lipossomo. Decorrido esse tempo, a
solucao final foi adicionada a cada pogo e a placa foi agitada em movimento de cruz. As
placas foram incubadas a 37 °C em estufa com 70 % de umidade ¢ 5 % de CO, durante
aproximadamente 48 h. Apos esse periodo, os sobrenadantes de cultura foram coletados e

armazenados a —20 °C, para posterior realizagdao do ELISA.

1.5 - ENSAIO DA B-GALACTOSIDASE EM CULTURA DE CELULAS (HISTOQUIMICA

ENZIMATICA)

Para detectar a atividade da enzima [-galactosidase, codificada pelo gene lacZ,
evidenciando a incorporacao dos plasmideos nas células, pocos das culturas transfectadas
foram lavados 1 vez com solugdao BSS (Hyclone) e depois com PBS 1X e fixadas com
etanol a 80 % por 10 mim. Em seguida, as células foram lavadas 1 vez com PBS, recobertas
com 2 mL de solucdo corante contendo X-gal. As placas foram embrulhadas em papel

aluminio e incubadas por 24 h a 37 °C. Decorridas 24 h, a solucao corante foi trocada por
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PBS e as células observadas em microscopio optico. As células azuis indicaram a atividade

da B-galactosidase.

1.6 - PREPARACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS CELULARES [adaptado do manual do kit The
QIlAexpressionist (Qiagen, 2001)]

A monocamada de células foi lavada com solu¢do BSS/CMF (Hyclone) e destacada
do fundo do pogo da placa de cultura por tratamento com 500 pL solu¢do de Tripsina
0,25%/EDTA ImM. A tripsina foi inativada com 500 uL de meio DMEM, sem soro,
contendo PMSF a 1 mM. As células foram entdo coletadas por centrifugacdo a 1500 x g por
5 min, a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 500 pL de tampao de lise (pH 8,0) gelado
e a suspensdo mantida no gelo por 30 min, sendo agitada vigorosamente em intervalos de 5
em 5 min. A suspensdo foi entdo centrifugada a 10000 x g por 10 min, a 4 °C ¢ o

sobrenadante constituido do extrato protéico celular foi aliquotado e armazenado a -20 °C.

1.7 - ENSAIO DE ELISA DE CAPTURA

O ELISA de captura foi utilizado para detec¢do do anticorpo anti-Z-DNA Z22, pela
sua porcao Fc, expresso de forma transiente nas cé¢lulas CHO-K1 e HSG em cultura.

Para o ensaio de deteccdo do anticorpo recombinante, foi realizado o protocolo
descrito por Ruggiero (2002). Uma placa de microtitulacdo de poliestireno rigida e de
fundo chato (Immulon, DYNATECH), foi sensibilizada com 100 pL/poco de anticorpo
anti-IgG humano, produzido em cabra, diluido em PBST em concentracgao final de 2 pg/mL
durante 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C. Apo6s a sensibilizacdo, a
solugdo foi removida da placa e foram adicionados 100 pL/poco de solucdo de bloqueio
(leite em pd desnatado a 5%, em PBST). A placa foi entdo incubada por 1 hora a
temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C. Em seguida, foram feitas 3 rapidas
lavagens com 100 uL. de PBST, apds o que foram adicionados os sobrenadantes de cultura,
em um volume final de 100 puL/poco. Apds 3 lavagens com PBST, foram adicionados 100
uL de anticorpo anti-IgG humana produzida em cabra e conjugado a fosfatase alcalina

(diluicao 1:5000). A placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os
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pogos foram novamente lavados 3 vezes com PBST e uma vez com tampdo da fosfatase
alcalina (APB). Foram adicionados 100 uL/pogo de solucdo reveladora, p-nitrofenilfosfato
(p-NPP) em APB e apo6s, 30 minutos de revelagdo protegida da luz, a placa foi lida em
leitor de ELISA Microplate Reader Bio-Rad® modelo 450 em comprimento de onda de 405

nm.
1.8 - ENSAIO DE ELISA INDIRETO

O ELISA indireto foi utilizado para detec¢do das glicoproteinas recombinantes,
expressas de forma transiente nas células CHO-K1 em cultura.

Uma placa de microtitulagdo de poliestireno rigida e de fundo chato (Immulon,
DYNATECH) foi sensibilizada diretamente com os sobrenadantes de cultura ou extratos
protéicos celulares, em um volume final de 100 pL/poco durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds a sensibilizagdo, o sobrenadante ou extrato protéico foi removido da placa
e foram adicionados 100 pL/poco de solugdo de bloqueio (leite em p6 desnatado a 5%, em
PBST). A placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C.
Em seguida, foram feitas 3 lavagens com PBST. Adicionou-se entdo o anticorpo primario
(o HIS Probe, IgG produzido em coelho, anti-His-tag ou o anti-gp120, IgG policlonal
produzido em cabra anti-gp120) a uma concentracao final de 2 pg/mL, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Apos 3 lavagens com PBST, foram adicionados 100 pL de anticorpo
anti-IgG de coelho ou anti-IgG de cabra conjugados a fosfatase alcalina (diluicao 1:5000),
sendo a placa incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram
novamente lavados 3 vezes com PBST e uma vez com tampao da fosfatase alcalina (APB).
Foram adicionados 100 pL/pogo de solug¢do reveladora, p-nitrofenilfosfato (p-NPP) em
APB e apos, 30 minutos de revelacao protegida da luz, a placa foi lida em leitor de ELISA
Microplate Reader Bio-Rad® modelo 450 em comprimento de onda de 405 nm.

1.9 — ANALISE ESTATISTICA
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Para analise estatistica dos dados referentes as eficiéncias de transfeccao e dos
dados dos ensaios de ELISA, foi aplicada a anélise de variancia (ANOVA), em nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).

1.10 - PRECIPITACAO DE PROTEINAS COM TCA

As amostras dos sobrenadantes de cultura e extratos protéicos foram precipitados
com acido tricloro acético. Uma aliquota de cada amostra foi acrescida de TCA a uma
concentragdo final de 10 % (v/v), sendo incubada no gelo por 30 min e centrifugada a
12000 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado por duas
vezes com acetona a —20 °C por 15 minutos no gelo e centrifugado a 12000 x g por 15 min

a 4 °C, sendo ressuspenso em um volume apropriado de PBS, contendo uréia a §M.

1.11 - ANALISE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA E POR WESTERN BLOTTING

O sistema de eletroforese de proteinas foi montado para SDS-PAGE, em condi¢des
desnaturantes, segundo o protocolo de Sambrook & Russel (2001). A solugdo de gel
separador a 10% foi vertida até o nivel adequado e, em seguida, coberta com alcool butilico
para impedir o contato direto com o ar. Apds a polimerizag¢do, o butanol foi descartado, a
superficie do gel foi lavada com agua destilada e a solucdo do gel concentrador a 5% foi
adicionada, sendo o pente para a formagdo dos pogos acoplado logo em seguida. Antes da
aplicacdo no gel, as amostras diluidas em tampao de amostra 5X foram fervidas por 5
minutos. O sistema de eletroforese foi submetido a uma corrente inicial de 15 mA, para a
entrada das amostras no gel, e depois de 30 mA, para a corrida. A eletroforese estendeu-se
até a saida do azul de bromofenol presente no tampao de amostra.

Apo6s a corrida eletroforética, as proteinas do gel de poliacrilamida foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences), utilizando-se o
sistema de transferéncia semi-seca com eletrodos de grafite (Pharmacia). Para montagem
do sistema de transferéncia foram feitos “sanduiches” de papel de filtro embebidos em

tampao de transferéncia, contendo internamente o gel sobre a membrana. Os “sanduiches
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foram colocados entre os dois eletrodos de grafite e o sistema submetido a uma corrente
elétrica de 0,8 mA/cm” de membrana por 1 h e 30 min. A membrana, contendo as proteinas
transferidas, foi incubada com a solu¢do de bloqueio (leite em pd desnatado a 5% em
PBST) sob agitagdo branda , durante a noite, a 4 °C. Ap6s o bloqueio, a membrana foi
lavada 3 vezes com PBST. A membrana foi entdo incubada, sob agita¢do branda por 1 hora,
a temperatura ambiente, com anticorpo primario (o HIS Probe, IgG produzido em coelho,
anti-His-tag ou o anti-gp120, IgG policlonal anti-gp120, produzido em cabra), adicionado
em uma diluicdo de 1:5000 em PBST. A membrana foi novamente lavada 3 vezes com
PBST e incubada sob agitagcdo branda por 1 hora, a temperatura ambiente, com anticorpo
secundario (anticorpo anti-IgG de coelho ou anti-IgG de cabra conjugados a fosfatase
alcalina) em uma diluicdo de 1: 10000. A membrana foi entdo submetida a uma ultima
lavagem de 3 vezes com PBST, seguida de uma lavagem com APB. A revelagdo foi feita
por incubagdo de 5 a 15min em solugdo reveladora para Western Blot, contendo NBT e
BCIP, no escuro. A reagdo foi parada por meio da retirada dos reagentes com sucessivas

lavagens da membrana com agua destilada e secagem em papel de filtro.

2. - ESTRATEGIAS DE AMPLIFICACAO DE SEQUENCIAS DO HIV-1 POR PCR.

Neste trabalho, optou-se pela amplificagdo e clonagem de segmentos do gene env
em 4 versdes recombinantes distintas:

- gp120: componente solivel do complexo glicoprotéico.Uma vez que uma cauda
de histidina serd acoplada a proteina, foram suprimidos os 7 ultimos residuos de
aminoacidos da regido C-terminal (V-V-E-R-E-K-R), sendo que os 4 ultimos
correspondentes ao sitio de clivagem;

- gp41: componente transmembranico do complexo glicoprotéico. Sendo adicionado
a por¢ao N-terminal o proprio peptideo sinal de env. Suprimiu-se o codon de terminacao no
final da proteina, para acoplagem da cauda de histidina. Foi acoplado também a esta
construcdo o proprio peptideo sinal de HIV, regido correspondente aos primeiros 32
residuos de aminodacidos da gp120;

- gp160: precursor protéico que sofre processamento endoproteolitico originando

gp120 e gp41. Também possui suprimido o cddon de terminagao.
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- gp140: forma truncada da gp160 que ndo conta com o dominio citoplasmatico da
gp4l.

Para a amplificacdo dos fragmentos génicos correspondentes aos polipeptideos
descritos acima, foi empregada a técnica da Reagdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR),
normalmente em duas rodadas de amplificacdo (Nested-PCR). A amplificagdao na segunda
rodada gera um fragmento menor que o da primeira rodada, aumentando a especificidade
do produto obtido. Foi também empregada a PCR de sobreposicdo de fragmentos

anteriormente amplificados.

2.1-gpl120

Para a amplificagdo do fragmento génico correspondente a gp120, foram utilizados
os oligonucleotideos ED3 ¢ ED14 (Delwart et al., 2001) para a primeira rodada de
amplificacdo e UGP120 e LGP120 para a segunda rodada; como molde foi utilizado o
cDNA viral da amostra 116/00. A Nested-PCR foi realizada em uma primeira rodada de 4
ciclos iniciais de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min e extensao
a 72 °C por 1 min, seguidos de 33 ciclos constituidos das etapas de desnaturacao a 94 °C
por 15 segundos, anelamento a 55 °C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 1 min.
Seguiu-se uma extensao final a 72 °C por 5 min. A amplificagdo durante a segunda rodada
foi feita segundo os mesmos parametros, sendo que a temperatura de anelamento utilizada
foi de 50 °C. Condig¢des empregadas: 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1,25 mM de MgCl,,
200 pM de cada dNTP ¢ 1,25 U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen), em um
volume final de 50 pL.

2.2-Gr41

A amplificacdo da regido correspondente a gp4l foi realizada utilizando-se os
oligonucleotideos E130 ¢ envM (Gao et. al., 1996) para a primeira rodada de amplificagao
e E130 ¢ LGP160 para a segunda rodada; como molde foi utilizado o cDNA viral da
amostra 116/00. A Nested-PCR foi realizada tanto na primeira quanto na segunda rodada,
com um passo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 2 min, seguido de 33 ciclos constituidos

das etapas de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 48 °C por 1 min e extensao a
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72 °C por 1min e 30 segundos. Seguiu-se uma extensao final a 72 °C por 5 min. Condigdes
empregadas: 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 2,0 mM de MgCl,, 200 uM de cada ANTP e

1.25 U de Platinum® Tagq DNA Polimerase (Invitrogen), em um volume final de 50 uL.

2.3-Gr160

A amplificagcdo do fragmento génico correspondente a gp160 foi feita por PCR de
sobreposi¢ao, usando como molde os amplicons de gp120 e gp41 gerados nas Nested-PCR
acima descritas (itens 2.1 e 2.2) e como iniciadores os oligonucleotideos UGP120 e
LGP160. Os amplicons correspondentes a gp4l e gpl20 foram eluidos de um gel de
agarose a 1,5%, empregando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Apds a
eluicdo, os DNAs foram quantificados por espectrofotometria e quantidades equimolares de
ambos fragmentos foram usadas para montagem de um sistema de anelamento. Tal sistema
de anelamento consistiu em 400 ng de DNA de cada amplicon em um volume final de 40
uL em tampdo de anelamento Circunvent Sequencing Buffer (Biolabs) diluido a 1X. O
sistema foi entdo fervido por 5 min em banho-maria e em seguida deixado esfriar
lentamente até que a dgua atingisse a temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi
mantida no gelo até o momento de ser utilizada diretamente como molde para a PCR.

A PCR foi feita com o kit Elongase Enzyme Mix (Invitrogen) com um periodo de
hot start a 94 °C de 5 min, ap6s o qual foi adicionada a enzima, seguido de uma rodada
inicial de desnaturacdo a 94 °C por 2 min, 34 ciclos constituidos das etapas de desnaturacao
a 94°C por 1min, anelamento a 50 °C por 1 min e extensdo a 68 °C por 6 min. Por fim,
realizou-se uma extensao final a 68 °C por 10 min. Demais parametros: 0,2 uM de cada
oligonucleotideo, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP ¢ 1uL de Elongase Enzyme

Mix (Invitrogen), em um volume final de 50 pL.

2.4 -Gr140
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A amplifica¢do do fragmento génico correspondente a gp140 foi feita utilizando-se
os oligonucleotideos UGP120 ¢ LGP140, usando como molde o fragmento da gpl60
gerado pela PCR de sobreposi¢do do item anterior (2.3), previamente clonado no vetor
pGEM®-T Easy (Promega). A PCR foi realizada com um passo inicial de desnaturagio a 94
°C por 5 min, seguido de 23 ciclos constituidos das etapas de desnaturagdo a 94 °C por 1
min, anelamento a 50 °C por 45 segundos e extensdo a 68 °C por 3 min. Seguiu-se uma
extensao final a 72 °C por 5 min. Condigdes empregadas: 0,2 uM de cada oligonucleotideo,
1,0 mM de MgSO,, 200 uM de cada dNTP e 1 U de Platinum® Tag DNA Polimerase High
Fidelity (Invitrogen), em um volume final de 50 uL.

Uma vez que a Platinum® Tagq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen) gera
produtos de amplificagdo com extremidades abruptas, adicionalmente foi feito o A-tailing
no produto de amplificacdo da gp140. Esse procedimento visa a adi¢do das extremidades de
adenina necessarias para a clonagem no vetor pGEM®-T Easy (Promega). Para a reago
foram utilizados 100 ng do amplicon, 0,5 mM de MgCl,, 200 uM de dATP ¢ 5 U de
Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen), em um volume final de 10 pL; a reagdo foi

incubada a 70 °C por 30 min.

2.5 - ACOPLAMENTO DO PEPTIDEO SINAL A GP41

O segmento génico correspondente ao peptideo sinal foi amplificado utilizando-se,
como iniciadores, os oligonucleotideos UGP120 ¢ PSLOWER e, como molde, o
fragmento da gpl20 clonado no vetor pGEM®-T Easy (item 2.1). J4 o fragmento
correspondente a gp41, contendo uma regido complementar ao iniciador PSLOWER, foi
amplificado com os oligonucleotideos UGP41 ¢ LGP41, tendo como molde, o fragmento
da gp41 também clonado no vetor pPGEM®-T Easy (item 2.2).

A PCR realizada com um passo inicial de desnaturag¢do a 94 °C por 2 min, seguido
de 33 ciclos constituidos das etapas de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 48 °C
por 30 segundos e extensdo a 68 °C por 30 segundos. Seguiu-se uma extensao final a 72°C
por 5 min. A PCR da gp41, por sua vez, foi realizada com um passo inicial de desnaturacao
a 94 °C por 2 min, seguido de 33 ciclos constituidos das etapas de desnaturag¢do a 94 °C por

1 min, anelamento a 65 °C por 1 min e extensdo a 68 °C por 1 min e 30 segundos. Seguiu-
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se uma extensao final a 72 °C por 5 min.Condi¢des empregadas para ambas PCRs: 0,2 uM
de cada oligonucleotideo, 1,0 mM de MgSO,, 200 uM de cada dNTP ¢ 1 U de Platinum®
Tag DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen), em um volume final de 50 pL. Os
amplicons correspondentes ao peptideo sinal ¢ a gp41 foram eluidos de um gel de agarose a
1,5 % com o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) e quantificados por
espectrofotometria.

A segunda etapa desta estratégia consistiu em uma PCR de sobreposi¢ao utilizando
como iniciadores os oligonucleotideos UGP120 ¢ LGP160 e, como molde os amplicons
acima eluidos. A reagdo foi realizada com um passo inicial de desnaturagdo a 94 °C por 5
min, seguido de 30 ciclos constituidos das etapas de desnaturagdo a 94 °C por 1 min,
anelamento a 50 °C por 1 min e extensao a 68 °C por 5 min. Seguiu-se uma extensao final a
72 °C por 5 min. As condi¢cdes empregadas foram as mesmas descritas no paragrafo
anterior. Também foi realizado o A-tailing no produto de amplificacdo da gp41 contendo o
peptideo sinal.

Todos os amplicons gerados foram analisados em géis de agarose de 0,8% a 1%,
corados com brometo de etideo a 0,5 pug/mL, tendo como parametro marcadores de massa

molecular comerciais.

3. - CLONAGENS

3.1. - CLONAGEM NO VETOR pGEM®-T Easy

Os fragmentos de tamanhos correspondentes ao esperado amplificados nos itens
anteriores foram eluidos de géis de agarose a 1,5%, utilizando-se o kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) e clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega), seguindo-se as
recomendacdes dos fabricantes. Tem-se como exce¢do o fragmento correspondentes a gp41
com peptideo sinal, que foi diretamente clonado no vetor de expressao pcDNA3.1/V5-His-
TOPO (Invitrogen).

Os passos seguintes consistiram na transformacao dos sistemas de ligagdo (insertos
amplificados + pGEM®-T Easy) em linhagens de E.coli, preparagio de DNA plasmidial,

digestao dos plasmideos com endonucleases de restri¢gdo para confirmagao da presenca dos
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insertos e seqlienciamento completo dos clones transformantes (metodologias abordadas

nos topicos seguintes).

3.2 - AMPLIFICACOES PARA SUBCLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO

Uma vez seqiienciadas as construgdes recombinantes de env clonadas no pGEM®-T
Easy (Promega), cada inserto foi amplificado com seu par de oligonucleotideos especificos
em reagoes simples de PCR que consistiram em um passo inicial de desnaturagdo a 94 °C
por 5 min, seguido de 23 ciclos constituidos das etapas de desnaturacdo a 94 °C por 1 min,
anelamento a 50 °C por 45 segundos e extensdo a 68 °C por 3 min. Seguiu-se uma extensao
final a 72 °C por 5 min. Condi¢des empregadas: 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1,0mM
de MgSO,, 200uM de cada ANTP e 1U de Platinum® Taq DNA Polimerase High Fidelity
(Invitrogen), em um volume final de 50 pL. Foram utilizados 100 ng de cada plasmideo
como molde para as reagdes. Os amlpicons foram entdo eluidos de géis de agarose a 1,5%,
empregando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Seguiu-se a adigdo das extremidades de adenina aos amplicons, (A-tailing),
conforme descrito anteriormente no item 2.4 e a subclonagem dos fragmentos no vetor de
expressdo para células de mamiferos pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen), seguindo as
instrugdes do fabricante.

Mais uma vez os sistemas de ligacdo (insertos amplificados + pcDNA3.1/V5-His-
TOPO) foram transformados em linhagens de E. coli, com posterior preparagdo dos DNAs
plasmidiais, digestdo dos plasmideos com endonucleases de restri¢do para confirmacdo da

presenga dos insertos e seqiienciamento dos clones transformantes.

4. - PREPARO E TRANSFORMACAO PELA TECNICA DE ELETROPORACAO DE CELULAS DE E

coli. COMPETENTES (adaptado de Sambrook & Russel, 2001)
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Clones bacterianos de cada linhagem de E. coli utilizada neste trabalho foram
crescidos em placas de Petri contendo 15 mL de meio LB-4gar e os antibidticos de sele¢ao
apropriados, por um periodo de 12 a 16 horas a 37 °C. Colonias isoladas foram
selecionadas e crescidas em 5 mL em meio LB sob agitacdo (250 rpm), a 37 °C, por um
periodo de 12 a 16 horas. Cerca de 500 pL de cada cultura foram inoculados em 250 mL de
meio SB, contendo 2,5 mL da solugdo estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solucdo estoque
de MgCl, 2M. Esse inoculo foi mantido sob agita¢do (250 rpm), a 37 °C até que atingisse a
densidade optica a 600 nm entre 0,7 ¢ 0,9. As células foram coletadas por centrifugacao a
5000 x g, 4 °C por 15 min e em seguida ressuspendidas em 20 mL de glicerol 10% gelado e
centrifugadas a 3000 x g, a 4 °C por 15 min. Esta etapa de lavagem das células com glicerol
e centrifugacdo foi repetida mais 3 vezes. Apo6s a ultima lavagem, as células foram
ressuspensas em um volume apropriado de glicerol 10% (entre 1 e 2 mL), de forma que a
densidade Optica a 600 nm final alcangasse entre 200 e 250. Neste estado, as células foram
consideradas competentes, sendo imediatamente utilizadas ou congeladas em um banho de
gelo seco-alcool e estocadas a —80 °C em aliquotas de 50 pL, para posterior utilizagdo.

Para a eletroporacdo, uma aliquota de 50 pL. de células competentes foi utilizada para
cada transformacdo com plasmideo intacto ou sistema de ligacdo. As células foram
descongeladas no gelo e a elas adicionou-se até 5 uL de plasmideo intacto ou do sistema de
ligacdo. Em seguida, as células foram rapidamente transferidas para a cubeta propria para
eletroporacdo e submetidas a pulso elétrico no eletroporador (Biorad). Os parametros
elétricos utilizados foram: 25 pF, 200 Q e 2,5 kV, por 4,0 a 5,0 ms. Apos o choque, as
células foram lavadas da cubeta trés vezes com 1 mL de meio SOC. O sistema foi incubado
a 37° C por uma hora, sob agitacdo. Foram semeadas de 20 a 200 pL de células, em placas
de Petri contendo 15 mL de meio LB-agar contendo ampicilina a 200 pg/mL e X-Gal a

0,04 mg/mL e IPTG a 0,2 mM, quando necessarios.

5. - PREPARACOES DE DNA PLASMIDIAL

5.1 - PREPARACAO DE DNA PLAMIDIAL EM PEQUENA ESCALA
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O protocolo de extragdo de plasmideos de E. coli foi baseado na técnica de lise
alcalina descrita por Birnboim & Dolly (1979), com algumas modificagcdes. Coldnias
individuais de E. coli foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo ampicilina a 100
ng/mL. As células foram crescidas a 37°C, sob agitacdo de 250 rpm durante 18 horas.
Cerca de 3 mL de cultura foram centrifugados a 10000 x g por 2 min, descartando-se o
sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso em 200 uL de TE, em seguida foram
adicionados 360 puL de solugdo II, invertendo-se o tubo delicadamente véarias vezes e
incubando-se a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados
300uL de solugdo III, invertendo-se o tubo gentilmente varias vezes e incubando-se no gelo
por 5 min. O material foi centrifugado a 10000 x g por 5 min e o sobrenadante foi
transferido para novo tubo, ao qual foram adicionados 750 puL de isopropanol, procedendo-
se a nova centrifugacdo nas condigdes descritas anteriormente. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 200 uL de TE contendo RNAse A a 50ug/mL,
seguindo-se incubag¢do a 37° C por 30 min. Adicionou-se entdo 110 uL de acetato de
amonia 7,5 M, homogeneizando-se vigorosamente em agitador. A solugdo foi centrifugada
a 10000 x g por 5 min e o sobrenadante transferido para novo tubo. O DNA foi precipitado
pela adi¢do de 750 pL de etanol 100% e centrifugado a 10000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%, sendo novamente
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e, apds secagem ao ar, o precipitado foi
ressuspenso em S0uL de dgua e estocado a —20°C.

Quando era necessario seqiienciar o material, a purificagdio de DNA plasmidial foi
realizada utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

5.2 - PREPARACAO DE DNA PLAMIDIAL EM LARGA ESCALA
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Para a preparacdo de DNA plasmidial em grandes concentragdes para os
experimentos de transfecgdo foi utilizado o Qiagem Plasmid Maxi Kit (Qiagen), seguindo-

se as recomendagoes do fabricante.

6. - DIGESTAO DE DNA COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

Sistemas de digestdo simples com enzimas de restri¢do foram montados utilizando-
se 1 unidade de cada enzima por 100 ng de DNA, tampao de reagdo apropriado a 1X e dgua
bidestilada autoclavada. Em cada sistema, o volume de enzima ndo ultrapassou 10% do
volume total, de modo a evitar que o excesso de glicerol provocasse digestao inespecifica.
Os sistemas de digestao foram incubados a 37°C, por periodos de 2 - 4 h ou durante a noite,
conforme a quantidade de DNA a ser clivada.

As endonucleases de restri¢ao utilizadas neste trabalho e seus respectivos tampdes

estdo listados na secdo MATERIAIS, no topico 10.

7. - ANALISE DE ACIDOS NUCLEICOS POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os géis de agarose na concentracdo desejada (0,8 a 1,5 %) foram preparados com
agarose tipo II (Sigma) em tampao TEB 0,5X. A solucdo de agarose em TEB foi aquecida
até a completa dissolugdo. Apds resfriamento, adicionou-se 0,5 pg/mL de brometo de
etideo. Depois da montagem da forma e pente apropriados, verteu-se a agarose fundida e
esperou-se pela total solidificagdo.

As amostras a serem analisadas foram preparadas adicionando-se tampdo de
amostra a uma concentracao final de 1X. Apos a aplicacdo das amostras, o gel foi
submetido a eletroforese em tampao de corrida TEB 0,5X utilizando-se uma voltagem nao
superior a 5 V/cm. A deteccao dos acidos nucléicos foi feita por meio de transluminador de

luz ultra-violeta.

8. - SEQUENCIAMENTO
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Os DNAs plasmidiais dos clones transformantes foram seqiienciados com o kit
DYEnamic™ET - Dye terminator no seqiienciador automatico MegaBACE 500 plus
(Molecular Dynamics). A quantidade de DNA enviada foi de 100 ng, juntamente com cada
oligonucleotideo especifico, a uma concentracdo que variou de 5 a 15 pM. As seqiiéncias
resultantes do seqiienciamento automatico foram analisadas pelo programa PHRED (Ewing
et al.,1998 a,b) para pontuagdo das bases nucleotidicas. As seqii€ncias correspondentes aos

vetores foram filtradas pelo programa Cross-Match (Green, 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. - TRANSFECCOES TRANSIENTES DE CELULAS CHO-K1 E HSG

1.1 - AVALIACAO DA EFICIENCIA DE TRANSFECCAO PELO ENSAIO DA B-GALACTOSIDASE

EM CELULAS EM CULTURA (HISTOQUIMICA ENZIMATICA)

Inicialmente, as células CHO-K1 e HSG foram transfectadas com o vetor pPCMVf3-
Gal (Clontech), contendo o gene lacZ de E. coli, que codifica a enzima [3-galactosidase. O
lacZ foi utilizado como gene reporter para a eficiéncia de transfeccdo. A atividade
hidrolitica da P-galactosidase sobre o substrato cromogénico sintético X-Gal gera um

produto que forma um precipitado azul nas células transfectadas, como demonstrado na

Figura 14.
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Figura 14. Células CHO-K1 (A) e HSG (B) transfectadas com o plasmideo pCMVpGal. Em azul células
que expressam a [-galactosidase.

Os protocolos de transfeccao testadas foram a co-precipitagdo do DNA com fosfato
de célcio e a transfeccdo mediada por lipideos catidnicos. Como os dados a respeito de
transfec¢do de células HSG sdo escassos na literatura cientifica, realizamos em paralelo as
transfecgdes por co-precipitagdo com fosfato de calcio choques osmoticos com glicerol
(Wilson et al., 1995; Wilsson & Smith, 1997) e DMSO (Segura et al., 2001), uma vez que
tais agentes vém sendo descritos como pontencializadores da transfeccao.

O vetor pCMVp-Gal foi transfectado isoladamente (sendo chamado de sistema

BGAL) e juntamente com o vetor pMAC/PS/Z22, que codifica o anticorpo quimérico anti-
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Z-DNA Z22 (sistema Z22+BGAL). O vetores pMAC/PS/Z22, e o pMAC/PS (o vetor
vazio) também foram transfectados isoladamente, servindo como controles negativos para a
histoquimica enzimatica. As transfec¢des foram feitas em triplicata e os sobrenadantes de
cultura foram coletados para subseqiiente verificagdo por ELISA da presen¢a do anticorpo
anti-Z-DNA, nos grupos experimentais.

A avaliagdo da eficiéncia de transfecgdo foi estimada pela contagem do nimero de
células azuis em relacdao ao total de células presentes em um quadrante representativo da
placa de cultivo, sendo o resultado apresentado em porcentagem (Figura 15). As células
HSG apresentaram uma eficiéncia de transfec¢do muito préxima a de CHO quando o
método de transfeccao foi co-precipitacdo com fosfato de calcio. Isso foi observado tanto
na transfec¢do do sistema BGAL isoladamente, quanto no sistema de co-transfecgdo
Z22+BGAL. O sistema de co-transfeccdo apresentou uma eficiéncia mais baixa,
provavelmente em funcdo da quantidade de vetor do gene reporter proporcionalmente
menor (da ordem de 9 vezes).

Estudos que comparam a eficiéncia de transfeccdo transiente entre as metodologias
de fosfato de calcio e lipideos catidnicos normalmente apontam a segunda estratégia como
mais eficiente (Abul-Hassan et al., 2000; Nowling et al., 2002), o que foi observado para
CHO. Curiosamente, para as células HSG, as eficiéncias de transfeccdo com a
Lipofectamine™ 2000 (o preparado comercial de lipideos catidnicos, lipofectamina) foram
menores. No protocolo da lipofectamina, ¢ transfectada uma monocamada de células em
confluéncia de aproximadamente 90%. Passadas 24h da transfecgdo, € de rotina que se faga
o acompanhamento do aspecto da cultura por visualizagdo ao microscopio Optico. De uma
forma geral as culturas de HSG apresentavam, apds 24h de transfeccdo com a
lipofectamina, uma confluéncia menor do que a das células CHO (dados ndo mostrados), o
que ¢ indicativo de uma maior taxa de morte celular. Isso pode refletir uma possivel
suscetibilidade das células HSG a um efeito citotoxico da lipofectamina, justificando a

eficiéncia de transfec¢do mais baixa nesse modelo.
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Figura 15. Eficiéncias de transfeccao transiente das células CHO-K1 e HSG de acordo com a atividade da -galactosidase. A: eficiéncia
de transfeccdo apenas com o vetor pCMV-Gal. B: eficiéncia de transfeccdo do vetor pCMVB-Gal, co-transfectado com o vetor
PMAC/PS/Z22. PO4: células transfectadas por co-precipitagdo com fosfato de célcio, LIPO: células transfectadas com lipideos
cationicos (lipofectamina), GLI: células que sofreram choque osmoético com glicerol, DMSO: células que sofreram choque osmético
com dimetilsulfoxido. As letras diferentes (a, b, ¢ ¢ d) denotam diferenca significativa (p < 0,05).

A literatura cientifica também aponta para uma relativa toxicidade de lipideos
cationicos (Patil et al., 2005; Romorem et al., 2005) que varia de acordo com o tipo celular
e de acordo com a quantidade de lipideos utilizada na relacdo lipideo:DNA para a
formagao dos complexos. Sendo que, quanto maior a quantidade de lipideos em relagdo a
quantidade de DNA, maior ¢ o efeito citotoxico. A toxicidade € atribuida ao excesso de
cargas positivas (Dass, 2004), uma vez que ao se utilizar formulagdes contendo maiores
quantidades de lipideos com cargas neutras/negativas, a toxicidade do complexo mostra-se
menor (Patil et al., 2005; Romorem et al., 2005). Ainda ndo ¢ muito bem elucidado o
mecanismo da toxicidade do excesso dessas cargas positivas para células epiteliais, mas
acredita-se que elas comprometam a integridade da membrana plasmatica. Algumas
evidéncias nos sdo dadas com o estudo de culturas primarias de células epiteliais. Tais
células mantém a capacidade de se organizarem in Vitro como um epitélio e, quando
tratadas com preparacdes de lipideos cationicos em grandes concentragdes, tém essa
capacidade comprometida, mostrando-se visivelmente danificadas (Romorem et al., 2005).

Também sao reportados como efeitos do tratamento com lipideos cationicos em células em
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cultura o alto grau de vacuolizagdo e retra¢do citoplasmatica (Lappalainen, et al., 1994),
indicativos de sofrimento celular.

E possivel que a quantidade de lipofectamina utilizada neste estudo com as células
HSG (2,5 uL de lipideos para cada 1 pg de DNA) tenha sido téxica. Assim, seria
interessante o teste como quantidades menores da formulacao lipidica, ou a utilizagdo de
formulagdes lipidicas diferentes. Patil e colaboradores (2004) propuseram a formacao de
complexos lipideo:DNA por meio de formulagdes lipidicas anidnicas na presenca de ions
Ca®". As formulagdes utilizando DOGP e DOPE, dois lipideos aniénicos, apresentaram
menor toxicidade e eficiéncia de transfeccdo equivalente aos preparados de lipideos
cationicos.

A literatura aponta a lipofeccdo como um método mais eficiente do que a co-
precipitagdo com fosfato de calcio. Entretanto, isso ndo foi verificado para as células HSG.
Tal resultado representa um incentivo a otimizagdo do protocolo com fosfato de calcio, que
¢ muito mais barato.

Os choques osmoéticos das células HSG recém-transfectadas pela metodologia de
co-precipitacdo com fosfato de calcio, tanto com glicerol (a 15% por 2 min), quanto com
DMSO (a 10% por 2min e 30s), reduziram significantemente a eficiéncia de transfeccdo
dos sistemas PGAL e Z22+BGAL (Figura 15). Nao se observou a diminui¢do do niimero
de células, mas sim uma diminui¢do na taxa de crescimento da cultura. Isso ¢ indicativo de
que os choques osmoticos tiveram um efeito de estresse fisioldgico que levou a um atraso
na proliferagdo das células HSG, ao invés do efeito potencializador da eficiéncia de
transfecc¢do ao qual sdo atribuidos.

Uma série de trabalhos utiliza os choques osmdticos para aumentar a eficiéncia de
transfeccdo com fosfato de calcio. Wilson & Smith (1997), transfectando células de rim de
macaco verde (BSC-40), com o choque com glicerol (12,5% por 3 min) conseguiram um
aumento de eficiéncia de 16%. Os autores argumentam que o choque teria aumentado a
eficiéncia da captura de moléculas de DNA pela célula. Segura e colaboradores (2001)
realizaram choques osmoticos com glicerol (a 15% por 30s) e DMSO (a 10% a 2 min) em
cultura priméria de células de corddo umbilical humano (HUVEC), observando um
aumento de eficiéncia de cerca de 29% para ambos os tratamentos. Em 2001, Batard e

colaboradores, utilizando vetores covalentemente ligados a fluor6foros, mostraram por
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citometria de fluxo que os choques osmoticos ndo influenciam na captura do DNA, uma

vez que ndo ocorre um aumento do nimero de moléculas de plasmideo internalizadas.

Entretanto os choques influenciam de alguma forma aumentando a expressdo do gene

reporter transfectado, no caso do estudo, o sistema GFP (green fluorescent protein).

As informacodes contidas nos trabalhos acima citados nos levam a crer que talvez as

concentragdes de glicerol e DMSO utilizadas, assim como o tempo dos choques osmaticos

possam ter sido demasiadamente grandes e por isso toxicos as células.

1.2 - DETECCAO POR ELISA DE CAPTURA DO ANTICORPO ANTI-Z-DNA Z22 NOS

SOBRENADANTES DE CULTURA

Conforme mencionado no topico anterior 0s
sobrenadantes de cultura das transfec¢des dos sistemas Z22,
722+BGAL e pMAC/PS, foram coletados para verificacao
da presen¢a do anticorpo quimérico anti-Z-DNA Z22, na
forma recombinante de fragmento FvFc. A deteccdo a
proteina recombinante foi feita pela porcdo Fc humana
(Figura 16), por meio de um ELISA de captura, tendo sido a
placa sensibilizada com um anticorpo anti-IgG humana que
reconhece a porcao Fc. A revelagao foi feita com um segundo
anticorpo anti- IgG humana conjugado a fosfatase alcalina. A
Figura 17, demonstra os resultados do ELISA para as
transfecgdes realizadas com co-precipitagdo com fosfato de
calcio e choques osmoticos, assim como a transfeccdo com a

lipofectamina.

Fv—E

Fc —i

Figura 16. Esquema do
fragmento FvFc do anticorpo
Z22. Fv: fragmento de cadeia
unica variavel, Fec: fragmento
cristalizavel
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Figura 17. Elisa de captura do componente Fc da cadeia pesada de imunoglobulina em sobrenadante de cultura de
células CHO-K1 e HSG transfectadas por co-precipitagdo com fosfato de calcio (A) e lipofectamina (B). Z22:
anticorpo anti Z-DNA Z22 (pMAC/PS/Z22), BGAL: pCMVpGal, C-: controle negativo (vetor pMAC/PS vazio).
GLI: células que sofreram choque osmotico com glicerol, DMSO: células que sofreram choque osmoético com
dimetilsulfoxido. As letras diferentes (a, b, ¢, d ¢ ) denotam diferenca significativa (p < 0,05).

De acordo com a figura 17, nota-se que a eficiéncia de producdo do anticorpo
recombinante Z22 foi maior quando se utilizou o protocolo de transfec¢ao com a lipofectamina,

cerca de 1,3 vezes superior a metodologia de fosfato de calcio. Quando da co-transfec¢do Z22 e
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B-galactosidase, nao se observou diferenga entre os dois protocolos. O contrario aconteceu com
as células HSG, que transfectadas por co-precipitagdo com fosfato de calcio levaram a uma
produgdo cerca de 2,4 vezes maior para o anticorpo Z22 isoladamente e cerca de 1,7 vezes maior
para a producao simultdnea do anticorpo e B-galactosidase. As eficiéncias de producao para o
sistema Z22+ BGAL sao menores do que para Z22 sozinho, em ambas as cé¢lulas, devido a uma
provavel competicdo por fatores de transcri¢do, uma vez que o vetor pMAC/PS/Z22 e o vetor
pCMVB-Gal possuem o mesmo promotor (pCMV). Esses dados, que avaliaram a presenga do
anticorpo recombinante nos sobrenadantes de cultura, sdo condizentes com os dados da
eficiéncia de transfec¢do pela deteccdo da atividade da P-galactosidase (Figura 15), ambos
experimentos apresentaram padrdes semelhantes de acordo, com a linhagem celular e com o
método de transfeccdo empregado.

Para HSG, os choques osmoticos também ndo levaram a uma potencializagdo da
producao do anticorpo, dados que corroboram a hipotese de toxicidade dos choques osmoticos
do modo como foram realizados.

Em conjunto nossos dados indicam que as células HSG representam um bom sistema
alternativo ao de células CHO para a produgdo de proteinas heterodlogas, especialmente quando
transfectadas pela metodologia de co-precipitacio com fosfato de calcio, com médias de
eficiéncia em torno de 32%, superiores as médias de 15% atingidas por Ruggiero (2002), quando
transfectando células CHO. Ainda, a producao de anticorpos em cultura de células de mamifero
funciona como um bom sistema repdrter para a avaliacdo da expressao de proteinas

recombinantes secretadas.

2.- AMPLIFICACAO E CLONAGEM DA GP120

A estratégia escolhida para amplificagdo do fragmento génico correspondente a
gp120 foi a Nested-PCR, uma vez que esta ¢ utilizada rotineiramente para amplificacdo de
fragmentos de env, a partir de cDNA, viral para subtipagem pela metodologia conhecida
como HMA (Heteroduplex Mobility Analysis). Resumidamente, esta metodologia consiste
no anelamento do fragmento amplificado com os DNAs de seqiiéncias de referéncia de
diversos subtipos e analise da mobilidade do heteroduplex formado em gel de
poliacrilamida: quanto mais relacionadas forem as seqiiéncias, maior ¢ a velocidade de

migracao (Delwart et. al., 2001). A amplificagdo por Nested-PCR ¢é também utilizada em



74

estudos epidemiologicos, para a clonagem e seqiienciamento de seqiiéncias de HIV-1, em
trabalhos tais como os de Thomson e colaboradores (2002) e Gao e colaboradores (1996).

A Nested-PCR foi realizada tendo como molde para amplificacdo o cDNA viral da
amostra 116/00, subtipo C. Ja na primeira rodada de amplificagdo com o par de iniciadores
ED3/ED14 foi possivel a deteccdo de um fragmento de aproximadamente 2,0 kb (Figura
18A, poco 1). Este fragmento foi utilizado como molde para uma segunda rodada de
amplificacdo, com os iniciadores UGP120/LGP120, gerando um fragmento de
aproximadamente de 1,5 kb (Figura 18A, pogo 2). Este segundo fragmento gerado
apresentou um tamanho de acordo com o esperado segundo a estratégia de amplificagao,
tendo como referéncia a seqiiéncia da linhagem 92BR025 (GenBank UR52953, subtipo C),
esquematizada na Figura 18B.

O par de iniciadores UGP120/LGP120 foi desenhado de modo que o amplicon
ficasse em fase com o vetor de expressio pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen),
permitindo a acoplagem da proteina recombinante com o epitopo V5
(GKPIPNPLLGLDST), derivado do epitopo PK presente nas proteinas V e P de
paramixovirus SV5, e uma cauda de histidina codificados pelo vetor. O iniciador UGP120
possui a seqiiéncia GCAATG, compativel com o “Consenso de Kozak” (G/A)NNATG,
sendo atribuida a purina na posi¢do -3 um papel importante na iniciagao da traducdo de
mRNAs de vertebrados (Kozac, 1987). O iniciador LGP120 foi desenhado de modo que
anelasse no final da gpl20, deixando de fora do produto de amplificagdo a regido
codificadora dos 7 ultimos residuos de aminoacidos (VVEREKR), sendo os 4 tultimos
correspondentes ao principal sitio de clivagem descrito para env (revisto por Moulard &
Decroly, 2000). A nao incorporacdo do sitio de clivagem na gp120 recombinante evitaria
uma possivel perda do epitopo V5 e da cauda de histidina por uma clivagem celular

endoproteolitica.
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Figura 18. A: Nested PCR para a amplificagdo do fragmento génico correspondente a gp120. Analise
eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL dos produtos de
amplificagdo do ¢cDNA da amostra 116/00. M: 1 kb DNA Ladder (Sigma). Po¢o 1: 1* rodada de
amplificagdo, iniciadores: ED3/ED14. Poc¢o 2: 2% rodada de amplificagdo, iniciadores:UGP120/LGP120.
Pocos 3 e 4: Controles negativos sem DNA para as amplificagdes da 1* e 2° rodada, respectivamente. B:
Diagrama esquematico da estratégia de amplificagdo da gp120, tendo como base para o tamanho dos
fragmentos a seqiiéncia da linhagem 92BR025 (GenBank UR52953, subtipo C).

O fragmento de 1,5 kb foi eluido e clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega),
com posterior transformag@o por eletroporagdo da linhagem de E. coli XL1-Blue. Feita a
digestdo dos DNA plasmidiais dos clones transformantes com ECOR I, foi verificada a
presenca do inserto para 10 clones, o que foi confirmado por PCR com os iniciadores
UGP120/LGP120 (dados ndo mostrados). O DNA plasmidial dos clones transformantes foi

aleatoriamente escolhido para ser seqiienciado.
3.- AMPLIFICACAO E CLONAGEM DA GP 41

Para amplificacdo do fragmento génico correspondente a gp41 também foi utilizada
a metodologia de Nested-PCR, utilizando-se o cDNA viral como molde. A primeira rodada
de amplificacdo foi feita utilizando-se o par de iniciadores E130/envM, cujo produto de

amplificagao foi utilizado como molde para a segunda rodada de amplificacdo, empregando
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os iniciadores E130/LGP160. Somente na segunda rodada de amplificagdo (Figura 19A,
poco 2) foi possivel detectar em gel o amplicon com o tamanho esperado de 1,3 kb, de
acordo com a estratégia de amplificagdo,ilustrada na Figura 19B.

De acordo com a seqiiéncia da linhagem 92BR025, este fragmento amplificado de
aproximadamente 1,3 kb compreende toda a gp41 e uma porgao final de 279 pb da gp120
codificando os dois sitios de clivagem de env. Este fragmento de 1,3 kb também foi1 eluido
e clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega). A analise do perfil de restri¢io com EcoR I
dos DNAs plasmidiais digeridos de 6 clones transformantes de XL1-Blue, evidenciou a
presenga do inserto em todos, o que foi confirmado por PCR com os iniciadores
E130/LGP160 (dados ndao mostrados). O DNA plasmidial dos clones transformantes foi
aleatoriamente escolhido para ser seqiienciado.

Este fragmento da gp41 serviu como um dos moldes para amplificagdo da gp160,
assim como de arcabougo para o acoplamento da regido codificadora do peptideo sinal de

HIV, dando origem a versdo final da gp41 para clonagem no vetor de expressao.

E130

gp120 | gp4l | |

1500 pb m— E
LGP160

envM

1,6kb
12 rodada

1,3kb
22 rodada:

Figura 19. A: Nested PCR para a amplificagdo do fragmento génico correspondente a gp41. Analise
eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL dos produtos de
amplificagdo do cDNA da amostra 116/00. M: 1 kb DNA Ladder (Sigma). Po¢o 1: 1* rodada de
amplificagdo, iniciadores: E130/envM. Poc¢o 2: 2* rodada de amplificacdo, iniciadores:E130/LGP160.
Pocgos 3 e 4: Controles negativos sem DNA para as amplificagdes da 1* e 2° rodada, respectivamente. B:
Diagrama esquematico da estratégia de amplificagdo da gp4l, tendo como base para o tamanho dos
fragmentos a seqiiéncia da linhagem 92BR025 (GenBank UR52953, subtipo C).
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4. - AMPLIFICACAO E CLONAGEM DA GP160

A amplificag¢do do fragmento génico correspondente a gp160 foi realizada por meio
de uma PCR de sobreposigdo, usando como molde os amplicons de gp120 e gp41 gerados
nos itens anteriores e os iniciadores UGP120/LGP160. A sobreposi¢do foi possivel uma vez
que o amplicon da gp41 utilizado conta com uma regido complementar a 247 pb referentes
ao final da gp120. De acordo com a estratégia de amplificacdo desenvolvida (Figura 20B)
um fragmento de aproximadamente 2,6 kb (Figura 20A) foi obtido como produto de
amplificagdo. Tal fragmento foi eluido e clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega).

A analise do perfil de restricdo dos DNA plasmidiais digeridos com Eco RI de 14
clones transformantes da linhagem de E. coli XL1-Blue, evidenciou a presenga do inserto
em 3 clones, o que também foi confirmado por PCR (dados ndo mostrados). O DNA
plasmidial de um clone bacteriano foi aleatoriamente escolhido para ser seqiienciado. Esta
terceira construcao, a gpl60, representa todo o polipeptidio codificado por env, que uma
vez produzido sofre a clivagem pds-traducional por proteases celulares, dando origem a

gpl20 e a gp4l.

UGP120
—
L1 gpa1 |
| gp120 | oo
247pb
[ ey
2500 Pb e l
gple0
2,6kb
B

Figura 20. A. PCR de sobreposi¢do para a amplificacdo do fragmento génico correspondente a gpl60.
Analise eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL do produto de
amplificacdo obtido a partir do sistema de anelamento da gp120 e gp41. M: 1kb DNA Ladder (Sigma).
Pocgo 1: Produto de amplificagdo, iniciadores: UGP120/LGP160. Poco 2: Controle negativo sem DNA. B.
Diagrama esquematico da estratégia de amplificagdo da gp160.
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5. - AMPLIFICACAO E CLONAGEM DA GP140

A amplificagdo da quarta e ultima versdao recombinante de env, a forma truncada da
gp160, denominada gp140, foi realizada em uma etapa unica de PCR com os iniciadores
UGP120/LGP140. O fragmento amplificado com cerca de 2,2 kb (Figura 21A, pogo 1), foi
eluido e clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega). Feita a transformacio da linhagem de
E. coli SURE, foram obtidos 12 clones transformantes. Por perfil de restrigdo com ECOR 1
verificou-se a presenca do inserto em quatro deles. O DNA plasmidial de um dos clones

identificado foi aleatoriamente escolhido para ser seqiienciado.

M 1 2
UGP120
3054 PD e a
2036 P
gp160
E LGP140
2,2kb
& J

Figura 21. A. PCR para a amplificagdo do fragmento génico correspondente a gpl140. Analise
eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL do produto de
amplificacdo obtido a partir da gp160 clonada no vetor pGEM-T easy (Promega). M: 1kb DNA Ladder
(Invitrogen).. Poco 1: Produto de amplificacdo da gpl140, iniciadores: UGP120/LGP140. Pogo 2:
Controle negativo sem DNA. B. Diagrama esquematico da estratégia de amplificacdo da gp140.

Atualmente, a denominagao “gp140” ndo necessariamente indica que o poliptideo
produzido tem uma massa molecular de 140 kDa, como por exemplo indicam as
denominagdes “gp160”, “gp120” e “gp41”. O termo “gp 140 ¢ atualmente utilizado pela
comunidade cientifica como um nome genérico para formas truncadas da gp160. Tal fato ¢
evidenciado pela analise da metodologia de trabalhos que fazem a expressdo de formas
recombinantes de env. Qiao e colaboradores (2005) expressaram diversas formas de gp140

que, na verdade, eram pequenas construgdes relativas a uma gp120 contando apenas com
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os dominios C1 e C5 unidos por um peptideo de ligacdo, além do ectodominio da gp41,
com massas moleculares de aproximadamente 50 kDa. As gpl140 expressas por Jeffs e
colaboradores (2004) contam com a gpl20 e ectodominios da gp4l com tamanhos
variados, apresentando massa molecular entre 130 e 150 kDa. Srivastava e colaboradores
(2002) expressaram uma forma da gpl140 com uma mutagao no sitio de clivagem entre a
gpl20 e a gp41, gerando um mondémero na faixa de 160 kDa. A gpl40 proposta no
presente trabalho conta com a gpl20 e com o ectodominio, o dominio transmembrana e

parte do endominio da gp41.

6. - SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

O seqilienciamento dos fragmentos génicos referentes a gpl120, gp4l, gpl60 e
gp140 obtidos a partir da amostra 166/00 e clonados no pGEM®-T Easy (Promega) foi feito
pela estratégia de primer walking, com montagem dos contigs feita meio do programa
CAP3 (Huang & Madan, 1999) e o alinhamento das seqiiéncias feito com o programa
CLUSTAL W (Higgins et. al., 1994).

A amostra de cDNA utilizada neste trabalho (116/00) havia sido previamente
identificada como pertencente ao subtipo C, com base na analise da regido C2-C3 da gp120
(Dr. Luis Fernando Brigido, comunicagao pessoal). Apos realizarmos o sequenciamento de
env completo, essa classificacdo foi confirmada para toda a sua extensdo, por meio do
programa REGA HIV-1 Subtyping Tool 1.0 (de Oliveira et al., 2005)
(http://hivdb.stanford.edu/), sendo confirmado o subtipo C.

O subtipo C foi inicialmente detectado no Brasil nas cidades de Porto Alegre e Sao
Paulo (Csilagg, 1994) e com o seqiienciamento de amostras de 1991 e 1992 o primeiro
genoma completo de subtipo C brasileiro, 0 92BR025, foi montado, indicando que em 1992
este subtipo ja estava presente no pais (Gao et al, 1998). As analises filogenéticas de
seqiiéncias da transcriptase reversa e protease virais de isolados brasileiros, comparadas
juntamente com varias seqiiéncias de subtipo C de todo o mundo, mostram que as
seqiiéncias do subtipo C brasileiras formam um grupo monofilético distinto, indicativo da

probabilidade da entrada do subtipo C no Brasil em um evento unico (Soares et al., 2003b).


http://hivdb.stanford.edu/
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Atualmente o subtipo C ja € o mais prevalente no sul do pais, reportado em cerca
de 45% dos casos no Rio Grande do Sul e 30% no Parana (revisto por Soares et al., 2003a),
sendo crescente os numeros de casos reportados no Rio de Janeiro e em Sao Paulo, o que ¢
indicativo de uma alta taxa de disseminagdo para outras regides do pais (Salemi et al.,
2005). A disseminagao do subtipo C vem gerando preocupacao quanto a eficacia e espectro
de a¢do dos tratamentos anti-retrovirais, ja sendo relatados no Rio de Janeiro, dois casos
graves de resisténcia a inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideo (Couto-
Fernadez et. al, 2005).

A andlise preliminar do alinhamento das seqiiéncias de residuos de aminoacidos
deduzidas a partir das quatro constru¢des recombinantes (Figura 22), ndo evidenciou a
ocorréncia de delegdes ou inser¢des entre as constru¢des e conforme o esperado, também
ndo foram evidenciados cédons de terminagdo ao longo das seqiiéncias. A Figura 22 ilustra
ainda a topologia das principais regides da gp160, gp140, gp120. e da gp 41 ainda sem o
peptideo sinal.

Foi também realizado um alinhamento da seqiiéncia deduzida de residuos de
aminoacidos da gpl160-166/00, a maior das constru¢des, juntamente com 34 outras
seqiiéncias de env de HIV-1 depositadas no HIV sequence database do Laboratorio

Nacional de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). Tal alinhamento foi realizado no

intento de se verificar nas constru¢des recombinantes de env deste trabalho, a presenca de
residuos de aminodcidos e motivos protéicos importantes, tais como os de ligacdo a CD4 e
ao co-receptor, e o sitio de clivagem entre gp 120 e gp41 (Figura 23).

Kwong e colaboradores (1998) em um trabalho que elucidou a estrutura cristalina
da gpl20 interagindo com CD4, mostraram que o sitio de ligacdo estd localizado na
depressdo formada pelos dois grandes dominios da gpl20, ligados por uma folha f.
Segundo este trabalho, CD4 interage com 26 residuos de aminoacidos da cavidade de
gp120, sendo os mais criticos: D368, E370, W427, V430 e P438. Tais residuos estdo
conservados em todas as seqliéncias do alinhamento e também presentes na seqiiéncia da

gp160-116/00 (Figura 23).


http://www.hiv.lanl.gov/
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Peptideo Sinal | gp120 c1
MRVKG I QRNWKQWW IWG I LGFWMLMICNVMGNLWVTVYYGVPVWREAKTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQE I GLENVTENFNMWKNDMVDQMHQD I 1 SLWDQSLKPCVK
MRVKG 1 QRNWKQWW IWG I LGFWMLMICNVMGNLWVTVYYGVPVWREAKTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQE IGLENVTENFNMWKNDMVDQMHQD I I SLWDQSLKPCVK
MRVKG I QRNWKQWW IWG I LGFWMLMICNVMGNLWVTVYYGVPVWREAKTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQE IGLENVTENFNMWKNDMVDQMHQD I I SLWDQSLKPCVK

| V1 V2 | c2
LTPLCVTLNCMNATS IPANGTVSSNNVTTEIKNCSFNMTTELRDKSQKVHALFYRLD I'VPLDKEGNDTSDNYRL INCNTSAITQACPKVTFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFSGTGPC
LTPLCVTLNCMNATS IPANGTVSSNNVTTE IKNCSFNMTTELRDKSQKVHALFYRLD I'VPLDKEGNDTSDNYRL INCNTSAITQACPKVTFEDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFSGTGPC
LTPLCVTLNCMNATSIPANGTVSSNNVTTEIKNCSFNMTTELRDKSQKVHALFYRLD I'VPLDKEGNDTSDNYRL INCNTSAITQACPKVTFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFSGTGPC

V3 |
NNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEE I I IRSENLTDNVKT I IVHLNESVEITCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGD I IGDIRQAYCNISEKNWTQTLQEVSKKLAEHFPNKDKIK
NNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEE I I IRSENLTDNVKT I IVHLNESVEITCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGD I IGDIRQAYCNISEKNWTQTLQEVSKKLAEHFPNKDKIK
NNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEE I I IRSENLTDNVKT I IVHLNESVEITCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGD I 1GDIRQAYCNISEKNWTQTLQEVSKKLAEHFPNKDKIK

c3 | V4 | C4 | v5 |
FANHSGGDIEITTHSFNCRGEFFYCNTSSLFENSTYWYNGTRIENKNITENSTITLPCRIKQI INMWQEVGRAMYAPPIKGNITCKSNITGILLTRDGGNSNSTE I FRPGGGDMRDNWRSE
FANHSGGDIEITTHSFNCRGEFFYCNTSSLFENSTYWYNGTRIENKNITENSTITLPCRIKQI INMWQEVGRAMYAPPIKGNITCKSNITGILLTRDGGNSNSTE I FRPGGGDMRDNWRSE

FANHSGGDIEITTHSFNCRGEFFYCNTSSLENSTYWYNGTRIENKNITENSTITLPCRIKQI INMWQEVGRAMYAPPIKGNITCKSNITGILLTRDGGNSNSTE I FRPGGGDMRDNWRSE
------------------------------------------------------------ Q1 INMWQEVGRAMYAPP IKGN 1 TCKSN 1 TG I LLTRDGGNSNSTE I FRPGGGDMRDNWRSE
gp4l
c5 x| Pep fusao | HR1

LYKYKVAE IKPLG IAPTKAKRRVVEREKRAVG I GAVFLGFLGAAGSTMDAAS ITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRATEAQQHMLQLTVWG IKQLQTRVLAIERYLKDQQLLGIWGCSGKL
LYKYKVAETKPLG AP TKAKRR == = = = = = e e e e e e e e e e e e
LYKYKVAEIKPLGIAPTKAKRRVVEREKRAVG I GAVFLGFLGAAGSTMDAAS I TLTVQARQLLSG1VQQQSNLLRATEAQQHMLQLTVWG IKQLQTRVLAIERYLKDQQLLGIWGCSGKL
LYKYKVAE IKPLG IAPTKAKRRVVEREKRAVG I GAVFLGFLGAAGSTMDAAS I TLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRATEAQQHMLQLTVWG IKQLQTRVLAIERYLKDQQLLGIWGCSGKL

| HR2 | | Transmembrana |
ICTTAVPWNSSWSNKSLGD IWNNMTWMQWDRE INNYTDT I YRLLEVSQNQQEENEKDLLELDKWQNLWNWFG I TKWLWY IRIFIMIVGGLIGLR 1 IFAVLS IVNRVRQGYSPLSFQTLTP

ICTTAVPWNSSWSNKSLGD IWNNMTWMQWDREINNYTDT 1'YRLLEVSQNQQEENEKDLLELDKWQNLWNWFG ITKWLWY IRTFIMIVGGLIGLRI IFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQ----
ICTTAVPWNSSWSNKSLGD IWNNMTWMQWDRE INNYTDT I YRLLEVSQNQQEENEKDLLELDKWQNLWNWFGITKWLWY IRIFIMIVGGLIGLRIIFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTLTP

NPREPDRPRG IEEEGGEQDKDRS IRLVSGFLALAWDDLRSLCLFSYHRLRDL IL IAARAVELLGRSSLRGLQRGWE ILKYLGSLVQYWGLELKKSAISLLDTIATIAVAEGTDRIIEVIQR

NPREPDRPRG IEEEGGEQDKDRS IRLVSGFLALAWDDLRSLCLFSYHRLRDL IL IAARAVELLGRSSLRGLQRGWE ILKYLGSLVQYWGLELKKSAISLLDTIATAVAEGTDRIIEVIQR

IWRAICNIPRRIRQGFEAALQENGEQM 867

IWRAICNIPRRIRQGFEAALQENGEQM 447

Figura 22. Alinhamento das seqiéncias de residuos aminoacidos preditos para as construgdes recombinantes de env obtidas a partir da

amostra 116/00.

O mapa topoldgico das principails regifes € baseado na anotacdo do banco UniProtKB/Swiss-Prot para a linhagem de

referéncia HXB2 (n° de entrada P04578).
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Mais de 14 receptores de quimiocinas e outras moléculas estruturalmente
relacionadas, acopladas a proteina G, foram identificadas in vitro como co-receptores
utilizados pelo HIV como ponte de entrada na célula hospedeira (revisto por Koning et al.,
2003). Os mais utilizados sdao CCRS, em macrofagos, e CXCR4 em linfocitos T, sendo
denominados RS os isolados virais que usam CCRS5 e X4 os que usam CXCR4, ou ainda
X4R5 os que usam os dois.

A forma cléssica de determinacdo de qual € o co-receptor utilizado por um
isolado viral é por meio de linhagens de células que naturalmente ndo possuem o receptor
(CD4) e nenhum dos co-receptores. Essas sdo transfectadas com CD4 e com um dos co-
receptores em questdo. A entrada, e subseqiiente replicagao o virus nessas células, indica
que co-receptor foi utilizado pelo isolado viral. Outra forma de determinacdo do co-
receptor sdo os ensaios de fusdo célula-célula, nos quais se monitora a fusdo entre uma
linhagem de células expressando CD4 e um dos co-receptores com uma segunda linhagem
expressando a gp120 (Edinger et al., 1998).

E crescente o esfor¢o no sentido de se mapear residuos e motivos protéicos que
teriam participagdo na determina¢do do co-receptor usado. Ha muito ja se aponta um papel
importante para a alga V3 da gp120 influenciando o tropismo viral (Shioda et al, 1991,
Shimizu et al., 1999; Verrier et al., 1999; Hu et al., 2000), sendo que a substitui¢do de
poucos residuos de aminodcido leva a troca do co-receptor usado.

Inumeros trabalhos vém mostrando o que parece ser o predominio do uso de CCRS5
por isolados virais do subtipo C (Tscherning et al., 1998; Zhang et al. 1998; Cilliers et al.,
2003; Pollakis et al., 2004), sendo que alguns residuos de aminoacidos e motivos protéicos
tém papel de destaque. O residuo R298 na alga V3 ¢ altamente conservado entre isolados
R5 e X4 e ¢ importante para a ligagdo ao co-receptor, mas ndo para sua determinagdo
(Wang et al., 1998 ¢ 1999). A mutagdao do motivo IKQ (420-422) ¢ do residuo G441,
ambos na regido C4, revelou que estes residuos de aminoacidos sao importantes para a
ligagdo a CCRS5 (Rizzuto et al., 1998 e 2000). Outro motivo protéico apontado como
importante em V3 é o GPG (317-319) (Xiao et al., 1998 ¢ Hu et al., 2000). Hoffman e
colaboradores. (2002) também apontam o residuo R432, na regido C4 da gp120, como

fundamental para a utilizacao de CCRS.
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Figura 23. Alinhamento das seqiiéncias de aminoécidos preditos de varias regides da gp120 da construg¢@o recombinante de env da amostra 116/00, juntamente com seqiiéncias de varios isolados que
utilizam CCRS como co-receptor. Em vermelho: residuos de aminoacidos importantes para ligacdo a CD4. Em azul: residuos de aminoacidos importantes para ligagdo a CCRS. Em laranja: motivos
protéicos relacionados aos sitios de clivagem. * A numeragéo dos residuos ¢ de acordo com a linhagem de referéncia HXB2 (GenBank K03455) que consta no HIV Sequence Compendium (2005).
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As seqliéncias presentes no alinhamento da (Figura 23) foram especialmente
escolhidas no banco de dados de Los Alamos, uma vez que esses isolados virais utilizam
CCRS5 como co-receptor. Os residuos de aminoacidos acima citados apresentam-se com um
alto grau de conservagdo em todas as seqiiéncias, com destaque principalmente para o
motivo GPG (317-319) na al¢a V3 e o residuo G441 da regido C4, presentes em todas. O
resultado deste alinhamento, juntamente com os dados dos trabalhos acima citados, nos dao
indicios de que o co-receptor CCRS5 ¢ o utilizado pelo isolado viral da amostra 116/00. Isto,
no entanto, ndo descarta a necessidade da confirmagdo por abordagens experimentais,
como o ensaio de fusdo célula-célula, tdo logo as construgdes recombinantes sejam
expressas.

Segundo Moulard & Decroly (2000), dentre as proteases celulares, as pro-proteina
convertases (PC), envolvidas na maturacdo endoproteolitica de hormoénios em mamiferos,
sdo as principais candidatas para a clivagem de gp160. Destaca-se a furina, uma serino-
protease predominantemente localizada no complexo de Golgi, com ampla distribui¢ao em
diverso tipos de tecidos.

A clivagem da gpl60 ocorre imediatamente apdés um grupo de residuos de
aminoacidos basicos na posigdo 511, especificamente apés a seqiiéncia REKRs; ¥, que é
altamente conservada e estd inclusa em um dos dominios mais conservados de gp120, o
C5. Mutagénese sitio-dirigida no ponto de clivagem, juntamente com analises de western
blot dos produtos de processamento da gpl60, mostraram que a seqiiéncia minima para
clivagem é K/RXK/RRY (Bosch & Pawlita, 1990). Um segundo sitio de clivagem ¢é
predito, localizado 8 residuos de aminoacidos a montante do primeiro sitio, na posicao
R503 (M503¢RVVQM5“¢). A substituicao dos residuos basicos, no segundo sitio,
por residuos neutros diminui a eficiéncia de processamento de gp160, sugerindo um papel
do segundo sitio no sentido de facilitar o acesso da protease ao primeiro sitio (Bosch &
Pawlita, 1990). Dados de dicroismo circular e espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear (RMN) indicam que as regides proximas ao sitio de clivagem favorecem a
formagdo de uma alga que serve de ponto de ancoragem para a protease (Moulard et al.,
1998). O processamento proteolitico no segundo sitio gera uma gp4l com uma por¢ao
polar antes do peptideo de fusdo, o que atrapalha sua inser¢do na membrana da célula

hospedeira. Essas espécies alternativas de gp41 representam cerca de 15% da populagdo



85

total de gp41 formada (Fenouillet & Gluckman, 1992). Tanto o primeiro, quanto o segundo
sitio de clivagem, foram evidenciados nas nossas construgdes recombinantes de env,

estando de acordo com os consensos identificados (Figura 23).

7. - AMPLIFICACAO E ACOPLAGEM DO PEPTIDEO SINAL NA GP41

Com o seqiienciamento da gp120 foi possivel fazer a predicdo do peptideo sinal.
Conforme revisto por Martoglio & Dobberstein (1998) os peptideos sinais variam, em
tamanho, de 15 a mais de 50 residuos de aminoéacidos. Topologicamente, um peptideo sinal
conta com um pequeno nucleo de residuos de aminoacidos hidrofobicos (regidao h), que ¢é
flanqueada na por¢do C-terminal por uma regido polar (regido C). A regido C possui
pequenos residuos ndo-carregados nas posigdes -3 e -1, relativas ao sitio de clivagem da
peptidase sinal. Por fim, a regido h é flaqueada, na por¢do N-terminal, por uma regido
composta por residuos neutros e polares (regido n) (Figura 24A).

Como exemplo, temos env da linhagem de referéncia HXB2 (GenBank K03455,
subtipo B). Segundo a anotacdo do banco UniProtKB/Swiss-Prot (n° de entrada P04578), a
gp160 possui um peptideo sinal de 30 residuos de aminoacidos, sendo os residuos das
posigdes -3 e -1, respectivamente uma cisteina (residuo pequeno e polar nao-carregado) e
uma alanina (residuo pequeno e apolar), antecedidos por uma série de residuos hidrofébicos

(regido h) (Figura 24B).
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Figura 24. A: Estrutura topoldgica de um peptideo sinal. B: Peptideo sinal de env da linhagem HXB2 de
HIV-1. SPAse = peptidase sinal. Adaptado de Martoglio & Dobberstein (1998).

Devido a falta de uma base mais proxima de comparagdo e determinagao do peptideo
sinal das nossas construgdes recombinantes, isto ¢, a falta de seqiiéncias de HIV-1 subtipo C
depositadas e anotadas em bancos de dados de proteinas, decidiu-se fazer a predicao do
peptideo sinal por meio do programa SignalP 3.0 (Bendtsen et. al., 2004)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

O programa trabalha com dois tipos de algoritmos: NN (Neural Networks) e HMM
(Hidden Markov Models). Os algoritmos de NN atribuem 3 tipos de valores para cada
residuo de aminoacido da seqiiéncia submetida. O primeiro valor, o valor S, corresponde a
probabilidade do residuo em questdo pertencer a um peptideo sinal. O segundo valor, o C,
corresponde a probabilidade do residuo ser o sitio de clivagem e o ultimo valor, 0 Y, ¢
derivado das informagdes de S e C cruzadas, resultando na predicdo mais precisa do sitio de
clivagem do que o valor de C sozinho. Os dados referentes aos 3 valores sdo plotados em um
grafico. Neste programa, os algoritmos de HMM também trabalham em cima dos valores de
S e C e calculam a probabilidade de cada residuo de aminoacido de pertencer as regides n, h
ou C.

A Figura 25 mostra os graficos da predi¢do do peptideo sinal da gp120. Segundo as
duas metodologias (NN e HMM) o peptideo sinal para a amostra 116/00 compreende os 31
primeiros residuos de aminodcidos, sendo o sitio de clivagem predito como VMG-N,
contando na posi¢do -3 com uma valina e, na posi¢ao -1, com uma glicina, ambos residuos

pequenos e apolares.
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Figura 25. Predicdo do peptideo sinal para a gp120 da amostra 166/00, segundo o programa SignalP 3.0. A: grafico
da predigdo segundo a metedologia de NN (Neural Networks) B: grafico da predi¢ao segundo a metodologia HMM
(Hidden Markov Models).
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Apbs a determinacdo do peptideo sinal, o passo seguinte consistiu em uma PCR de
sobreposi¢do para o acoplamento da regido codificadora do peptideo sinal da gp120, na
gp4l. A construcdo de uma versdo recombinante da gp4l contando com seu proprio
peptideo sinal ¢ interessante porque permite a expressdo da gpl20 e da gp4l sem a
necessidade da clivagem de um precursor por proteases celulares, além de permitir a
expressao da gp41 independentemente da gp120.

A estratégia de acoplagem, conforme esquematizada na Figura 26C consistiu em 3
etapas. Para a primeira etapa, o iniciador PSLOWER foi desenhado de modo que, junto
com o iniciador UGP120, permitisse em uma PCR simples a amplificagdo da regido
codificadora do peptideo sinal da gp120, gerando um fragmento de 112 pb (Figura 26A,
poco 1). Esse fragmento ¢ correspondente a regido codificadora dos 32 primeiros residuos
de aminodacidos, conforme predito anteriormente.Como molde para esta primeira PCR, foi
utilizado o fragmento da gp120 clonado no pGEM®-T Easy (Promega). A segunda etapa
também consistiu em uma PCR simples para amplificacdo, a partir do fragmento da gp41
clonado no pGEM®-T Easy (Promega) de um fragmento de 1095 pb (Figura 26A, pogo 2),
utilizando-se o par de iniciadores UGP41/LGP41. O iniciador UGP41 possui, no seu inicio,
uma regido complementar aos 21 pb do iniciador PSLOWER, permitindo, na terceira etapa,
a realizagdo de PCR de sobreposi¢do com os dois fragmentos acima amplificado. O
iniciador LGP160, por sua vez, foi desenhado de modo a suprimir o cédon de terminacao
da gp4l.

A PCR de sobreposi¢do foi realizada com os iniciadores UGP120/LGP160 usando
uma Taq polimerase de alta fidelidade (Platinum® Tagq DNA Polimerase High Fidelity da
Invitrogen), gerando um fragmento de 1186 pb (Figura 26B, pogo 1), correspondente a

seqiiéncia de gp41 com a regido do peptideo sinal acoplada.
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Figura 26. PCR de sobreposigdo para o acoplamento da regido codante do peptideo sinal de HIV a seqiiéncia génica de gp41. A.
Analise eletroforética em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de etideo a 0,5pug/mL dos produtos de amplifica¢do obtidos
a partir da gp120 e gp 41 clonados. M;: 100bp DNA Ladder (Invitrogen). M2:1kb DNA Ladder (Invitrogen). Pog¢o 1: Produto de
amplificagdo do peptideo sinal (PS), iniciadores: UGP120/PSLOWER. Po¢o2: Produto de amplificagdo da gp41 contendo uma
porcao de 21 pb complementar & PSLOWER, iniciadores: UGP41/LGP41. Po¢o 3: Controle negativo sem DNA. B. Analise
eletroforética em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL do produto de amplificagdo obtido a partir
anelamento de PS e gp41l. M: 1kb DNA Ladder (Invitrogen). Po¢o 1: Produto de amplificagdo da gp41 com peptideo sinal
(gp41+PS), iniciadores: UGP120/LGP160. Pogo 2: Controle negativo sem DNA. C. Diagrama esquematico da estratégia de
acoplamento do peptideo sinal de HIV a gp41 por PCR de sobreposigao.
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8 SUBCLONAGEM DA GP160, GP140, GP120 E GP41PS EM VETOR DE EXPRESSAO PARA

CELULAS DE MAMIFEROS

Os fragmentos génicos relativos a gp160, gp140, gp120, previamente clonados no
pGEM®-T Easy (Promega), foram re-amplificados com a polimerase Platinum® Tag DNA
Polimerase High Fidelity (Invitrogen) e, juntamente com o fragmento correspondente a
gp41 com o peptideo sinal foram clonados no vetor de expressao pcDNA3.1/V5-His-TOPO
(Invitrogen). Os sistemas de ligagdo foram transformados em células de E. coli da linhagem
TOP-10. A confirmagdo da clonagem dos insertos foi feita por PCR com os iniciadores T7
e BGHr.

Com o seqiienciamento das constru¢des recombinantes foi possivel determinar o
perfil de restricao de cada uma e, com isso, fazer a selecdo dos clones bacterianos cujos
DNAs plasmidiais possuiam os insertos na orienta¢do correta.

Foram escolhidas endonucleases que cortassem, simultaneamente o vetor e o inserto
em apenas um sitio. As construgdes denominadas como pcDNA3.1/HIS/120,
pcDNA3.1/HIS/160 e pcDNA3.1/HIS/140 foram digeridas com Bgl II, liberando, na
orientagdo correta fragmentos de aproximadamente 1777 pb. J4 os DNAs dos clones
transformantes para a constru¢do pCDNA3.1/HIS/41PS foram digeridos com Nde I, sendo
confirmada a orientagdo correta caso fosse liberado um fragmento de aproximadamente 727
pb (Figura 27). Foi escolhido um clone de cada construgdo para ser seqiienciado, de modo a

confirmar estar o inserto em fase com o vetor.



1636 b e

1636 pb e

1636 pb e

500 Pb e

MDID IDIDIDIDIDI DIDIDIDIDI

- - - - -

- -
- e Vg aPaw Ve T eTYNawmgave

MDID«I DIDIADIDIDNM DIDIDIDIDI
¥ v - - . - -

. . - - - .

'.--'..-'-..--.-.---'-

M D It D gl *D: Sl D" sl =D W “D- I
-— .. e - - e d
'!-='-w---.-'w--

—

Figura 27. Subclonagem dos fragmentos recombinantes de env no vetor
pcDNA3.1/V5-His-TOPO. Anaélise eletroforética em géis de agarose a 1,0%,
corados com brometo de etideo a 0,5ug/mL dos perfis de restrigdo dos DNA
plasmidiais dos clones transformantes de E. coli, apds clivagem com Bgl II
(gp120, gp160 e gp140) ou Nde I (gp41PS). M: 1 kb DNA Ladder (Invitrogen), D:
plamideos digeridos, I: plamideos intactos. Os niimeros seguidos dos asteriscos
indicam os clones escolhidos para seqiienciamento.
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Enquanto eram seqiienciadas as constru¢des relativas as subclonagens, foram
realizadas preparagdes de DNA plasmidial em larga escala para obtengcdo de material em
grande quantidade para as transfecc¢des transientes.

Uma transfeccao preliminar (em triplicata) foi feita em CHO-K1 com lipofectamina
com as seguintes construgdes:

1- pcDNA3.1/HIS/lacZ, denominado de sistema LAC, funcionado como
controle positivo, tanto na andlise por histoquimica enzimatica da
eficiéncia de transfeccdo, quanto nos ensaios de ELISA e Western
Blotting, para detecgdo das proteinas recombinantes;

2- pcDNA3.1/HIS/120, pcDNA3.1/HIS/160, pcDNA3.1/HIS/140 e
pcDNA3.1/HIS/41PS, denominados respectivamente GP120, GP160,
GP140 e GP41PS, transfectados isoladamente;

3- Sistema de co-transfeccdo GP120+GP41PS (1:1).

Quarenta e oito horas apos a transfecgdo, foi feita a coleta dos sobrenadantes de
cultura e a preparagao dos extratos protéicos totais das células transfectadas, para posterior
deteccdo das proteinas recombinantes por ELISA indireto e Western Blotting (WB). A
analise da histoquimica enzimatica para o sistema LAC mostrou uma eficiéncia de
transfec¢do muito baixa, média menor que 5%, ndo sendo detectada a 3-galactosidase pelos
ensaios de ELISA, nem WB. Também nao foi possivel detectar as construgdes
recombinantes de env.

O seqlienciamento das construgdes moleculares ndo evidenciou a presenca de erros,
estando os insertos em fase com o vetor de expressdo. Isso descartou a hipotese de que
pudessem existir erros que inviabilizassem expressao dos produtos recombinantes.

Como a eficiéncia de transfec¢do com o vetor de expressao foi muito baixa, isto nos
leva a crer que as quantidades das proteinas recombinantes também o foram, inviabilizando
a sua deteccao.

A baixa eficiéncia de transfec¢ao de CHO dos vetores de expressao pode ser devida
a problemas de qualidade do lote de lipofectamina utilizado, uma vez que o controle
positivo, a expressdo da [-galactosidase, apresentou uma eficiéncia muito pequena (<5%),

bem inferior a media de 42% de eficiéncia de transfeccdo de CHO, cujo o lote de
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lipofectamina ¢ diferente (Figura 15A). O teste das transfecgdes por co-precipitacdo com
fosfato de célcio representa uma alternativa interessante, uma vez que, devido ao seu baixo
custo € possivel a realizacdo de transfecgdes em escalas maiores, alterando-se algumas
variaveis como, por exemplo, a quantidade de células e de DNA utilizados, assim como a
realizag¢do de choques osmoticos.

Adicionalmente, existe a expressao do envelope viral de HIV-1, em células CHO,
utilizando-se peptideos sinais de outras proteinas que ndo do proprio HIV. Jeffs e
colaboradores (2004) e Jeffs e colaboradores (2006) utilizaram o peptideo sinal do ativador
do plasminogénio tecidual humano (htPA). A utilizacdo de um peptideo sinal diferente ¢
visto como um potencializador da expressao. Em CHO, especula-se que os mRNAs
codificando env contendo a seqiiéncia selvagem do peptideo sinal de HIV estariam
dependentes da presenca da proteina viral Rev para o seu transporte do nucleo para o
citoplasma da célula, como naturalmente ocorre em um célula infectada pelo HIV. Os
transcritos virais de gag, pol e env possuem em suas seqiiéncias o elemento RRE (rev
response element), ao qual se liga Rev. Desta forma, uma alternativa de otimizagdo da
producdo do envelope viral de HIV-1 em células CHO ¢ a troca do peptideo sinal ou a co-
expressao das construgdes recombinantes de env juntamente com rev. Outra alternativa € o
teste de outra hospedeira de expressdo como HSG, ou ainda a linhagem de fibroblastos de
rim de macaco verde, COS-7. Perales e colaboradores (2005) utilizaram as células COS-7
para a co-expressao de env (com o peptideo sinal do proprio HIV) juntamente com rev, ndo
sendo verificada diferenca na produgdo das glicoproteinas do envelope quando env ¢

expresso na auséncia de rev.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

CONCLUSOES

O presente estudo apontou as células HSG como um bom sistema alternativo para a
expressao de proteinas heterdlogas em comparagdo as tradicionalmente empregadas células
CHO-K1. A expressao de anticorpos em cultura mostrou-se como um bom sistema repérter para
a avaliagdo de células hospedeiras para producdo de proteinas secretadas. A transfec¢do por co-
precipitagdo com fosfato de célcio nas células HSG mostrou-se a melhor metodologia para
transferéncia de DNA exdgeno, sendo ainda necessarios alguns ajustes, uma vez que os choques
osmoticos com glicerol e DMSO mostraram-se toxicos da forma como foram executados.

Foram amplificados e clonados no vetor de expressdo para células de mamiferos os
segmentos génicos correspondentes a 4 versdes recombinantes das glicoproteinas do envelope
viral de HIV-1(gp160, gp140 gp120 e gp41+PS), subtipo C, que provavelmente, de acordo com
as nossas analises, utilizam CCRS como co-receptor. Ainda ndo foi possivel a deteccao das
glicoproteinas recombinantes, expressas de forma transiente em células CHO-K1, sendo

necessarios ajustes principalmente na etapa de transfecgao.

PERSPECTIVAS

e Estabelecer as condi¢des de concentracdo e de tempo de tratamento mais adequadas
para realizagdo dos choques osmoticos com glicerol e DMSO, visando a otimizagao
dos protocolos de transfec¢ao;

e Testar o potencial das células HSG para produgdo de proteinas recombinantes
usando vetores que contenham com marcas seletivas, visando a obtencgdo
transfectomas estaveis;

e Testar transfec¢do por co-precipitagdo com fosfato de célcio nas células CHO e
HSG dos sistemas GP120, GP160, GP140 e GP41PS, variando-se a concentragao de
DNA ¢ a quantidade de células;

e Promover a construgdo de outras versdes recombinantes das glicoproteinas de HIV-

1, como por exemplo, versdes gpl40 sem o dominio transmembrana da gp41 e/ou
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com o sitio de clivagem mutado ou ainda com pontes dissulfeto, para melhor
estabilizar a interacdo gp120 e gp41;

Promover a troca do peptideo sinal ou realizar a co-expressao das construcdes
recombinantes de env juntamente com rev;

Uma vez eficientemente expressas as versoes recombinantes das glicoproteinas de
HIV-1, testar a capacidade de reconhecimento do envelope glicoprotéico
recombinante por meio dos fragmentos de anticorpos (forma Fab) selecionados por
Albuquerque (2005),

Avaliar a capacidade dos mesmos Fabs em neutralizar o processo de fusdo das
membranas das células expressando o complexo glicoprotéico e células expressando
CD4 e os co-recptores.

Utilizar as células expressando o complexo glicoprotéico viral recombinante para a
selecdo de outros anticorpos a partir da biblioteca fragmentos de anticorpos
humanos (forma Fab) apresentados na superficie de fagos filamentosos, construida

por Dantas-Barbosa e colaboradores (2005).
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