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RESUMO

O HIV, Virus da Imunodeficiéncia Humana, é o retrovirus causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). E um virus linfotropico com preferéncia principalmente
para linfécitos T CD4+. Ao infectar tais células, o HIV causa imunocomprometimento no
individuo, o que favorece o surgimento de doencas oportunistas em uma fase mais
avancada da infec¢do. Os primeiros anticorpos a serem produzidos na infec¢do por HIV sdo
da classe IgM contra a proteina gp41, produzidos cerca de 13 dias apés a deteccao do RNA
viral no plasma. Outra proteina que € um importante alvo de anticorpos € a glicoproteina
gp120, detectada a partir de 28° dia apds a deteccdo de RNA viral. Segundo a UNAIDS,
estima-se que em 2016 havia cerca de 36,7 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS no
mundo, sendo no Brasil, no mesmo ano, aproximadamente 830.000. Sendo assim, a
infeccdo por HIV é vista hoje como um dos grandes problemas de saude publica,
principalmente porque sua incidéncia vem aumentando nos ultimos anos. O diagnéstico
precoce para infeccao por HIV € fundamental para que ocorra o tratamento dos individuos e
o controle da epidemia, diminuindo assim as chances de disseminagdo do virus. Dessa
forma, é importante que os testes diagnosticos rapidos sejam continuamente melhorados a
fim de que sejam amplamente disponiveis. Em vista disso, o objetivo do presente estudo foi
produzir as proteinas recombinantes gp41 e gpl120 do HIV-1 através da tecnologia do DNA
recombinante para serem empregadas futuramente em teste diagndstico. Inicialmente foi
escolhido o sistema de expressédo procarioto E. coli. Porém, ndo obteve-se sucesso com a
expressao das proteinas em BL21(DE3)pLYSs, pois foi observado uma grande quantidade
de coédons raros nas sequéncias. Desse modo, foi trocada a linhagem bacteriana para
Rosetta(DE3), pois esta linhagem codifica os cédons raros. Entretanto, também néo foi
possivel obter a expressdo das proteinas. Como alternativa, foi trocado o sistema de
expressao procarioto para o sistema eucarioto Pichia pastoris. O gene das proteinas de
interesse foram clonados no vetor pPICZaA e foi feito o teste de expressdo em menor
escala (screening) para identificacdo da colénia mais produtora. Apés a inducdo em menor
escala foi realizado a purificacdo do sobrenadante de uma colénia escolhida para cada
proteina em cromatografia de afinidade a niquel. Por fim, as proteinas foram identificadas
por dot blotting. Com os resultados obtidos até o momento a producado das proteinas gp41 e

gp120 do HIV-1 mostra-se promissora em Pichia pastoris.
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ABSTRACT

HIV, the Human Immunodeficiency Virus, is the retrovirus that causes Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS). It is a lymphotropic virus with preference mainly for
CD4 + T lymphocytes. By infecting such cells, HIV causes immunocompromising, which
favors the emergence of opportunistic diseases at a later stage of infection. The first
antibodies produced in HIV infection are of the IgM class against the gp41 protein, produced
about 13 days after viral RNA detection in plasma. Another protein that is an important target
for antibodies is glycoprotein gp120, detected from day 28 after detection of viral RNA.
According to UNAIDS, it is estimated that in 2016 there were about 36.7 million people living
with HIV / AIDS in the world, and in Brazil, in the same year, approximately 830,000. Thus,
HIV infection is today seen as one of the major public health problems, mainly because its
incidence has been increasing in recent years. Early diagnosis for HIV infection is essential
for treatment of individuals and control of the epidemic, thus reducing the chances of
spreading the virus. Therefore, it is important that rapid diagnostic tests are continuously
improved so that they are widely available. In view of this, the aim of the present study was
to produce recombinant HIV-1 gp41 and gpl120 proteins by recombinant DNA technology to
be employed in the diagnostic test in the future. Initially, the E. coli prokaryotic expression
system was chosen. For this system the proteins were cloned into the vector pET28a.
However, there was no success with the expression of the proteins in BL21 (DE3) pLYSs,
since a large number of rare codons were observed in the sequences. Thus, the bacterial
line was changed to Rosetta (DE3), since this lineage codifies the rare codons. However, the
expression of the proteins could not be obtained either. As an alternative, the prokaryotic
expression system was changed to the Pichia pastoris eukaryote system. The gene of the
proteins of interest were cloned into the pPICZaA vector and the small scale expression test
was performed to identify the most productive colony. After the small scale induction,
purification of the supernatant of a colony chosen for each protein in nickel affinity
chromatography was performed. Finally, the proteins were identified by dot blotting. With the
results obtained so far the production of HIV-1 gp41 and gp120 proteins is shown to be
promising in Pichia pastoris.

Key words: HIV-1, gp41, gp120, recombinant proteins, E. coli, Pichia pastoris
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1. INTRODUCAO

1.1 Virus daIlmunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1)

O HIV, Virus da Imunodeficiéncia Humana ou do inglés, Human Immunodeficiency Virus
pertence a classe dos retrovirus, familia Retroviridae e subfamilia dos lentivirus. E um virus
linfotrépico com preferéncia para linfécitos T CD4+, mas que também pode infectar outras
células como linfocitos T helper, macréfagos e células dendriticas, devido a presenca de
receptores do tipo CD4 (MANUAL TECNICO PARA O DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO
HIV, MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Foi identificado em 1981 pela primeira vez em individuos que compunham os chamados
grupos de risco, que sao: homossexuais (GOTTLIEB et al., 1981; MASUR et al., 1981;
SIEGAL et al., 1981), hemofilicos (Centers for Disease Control - CDC 1982), usuarios de
drogas (GOEDERT, 1984) e criangas (RAQNI et al., 1985). Em 1983, Luc Montagnier, na
Franca, isolou pela primeira vez o HIV, denominado at¢ o momento de LAV (
Lymphadenopathy Associated Virus ou Virus Associado a Linfadenopatia). Ainda em 1983,
Robert Gallo, nos Estados Unidos, caracterizou o virus, que era chamado em seu pais de
HTLV-IIl ( Human T-Lymphotrophic Virus ou Virus Linfotrépico da célula T Humana do tipo
) e que posteriormente foi nomeado para HIV-1 (BARRE-SINOUSSI et al., 1983;
POPOVIC, 1983). Foi entdo que o HIV foi associado como o agente etioldgico da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA, ou em inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome,
AIDS), caracterizada por um conjunto de sintomas e pelo comprometimento do sistema
imunoldgico devido a diminuicéo de linfécitos TCDA4.
Em 1986, um segundo tipo de HIV foi identificado no Oeste da Africa, denominado HIV-2,
por ser também um retrovirus e por possuir algumas caracteristicas semelhantes ao HIV-1,
como o modo de transmisséo, ciclo de replicagdo e condig&o clinica (CLAVEL et al., 1986).
Enquanto o HIV-1 é o tipo mais difundido em todo o mundo, o HIV-2 é menos prevalente,

possui uma menor capacidade de transmissao e € menos patogénico, caracterizando uma



menor probabilidade de progressdo para AIDS (JAFFAR et al., 2004; NYAMWEYA et al.,
2013).

A nivel molecular, estudos filogenéticos demonstram que existem varios subtipos de HIV-1 e
2. O HIV-1 é classificado em trés grupos: M (Main), O (Outlier) e N (Non-M, non-0). E o HIV-
2 é classificado em grupos de A até H, sendo os mais comuns os subtipos A e B, que
circulam principalmente na Costa do Marfim (BUTLER et al.,, 2007). O grupo M é
responsavel por 95% das infec¢des por HIV. Esse grupo é dividido em subgrupos: A, B, C,
D, F, G, H, J e K e pelos menos 43 formas recombinantes (circulating recombinant forms -
CRFs) que circulam em areas geograficas distintas. No Brasil, encontra-se
predominantemente o HIV-1 do grupo M, subgrupo B e as formas recombinantes B e F1
(MANUAL TECNICO PARA O DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HIV, MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

A partir de observagfes epidemioldgicas foram identificadas as vias de transmissao do HIV,
gue pode ser por via sexual (relagcdes sexuais sem 0 uso do preservativo) ; via sanguinea
(transfusdo de sangue ou hemoderivados que possuem o virus) ; compartilhamento de
agulhas e seringas e por transmissao vertical (transmissdo mae/crianca durante a gestacao,
parto ou aleitamento materno) (LEVY et al. 2003).

A partir da metade dos anos de 1990 observou-se que a epidemia assumiu outro perfil que
nao os grupos de risco citados anteriormente. A principal via de transmissdo passou a ser a
transmissé@o heterossexual. Atualmente, h4 uma tendéncia do crescimento da infec¢gdo em
jovens de 15 a 24 anos e em adultos com 50 anos ou mais, tanto em homens quanto em
mulheres.

De 1980 a junho de 2016 foram notificados 842.710 casos de AIDS no Brasil, segundo o
ltimo boletim epidemiolégico HIV/AIDS 2016 emitido pelo Ministério da Satde em 2017. No
ano de 2016, segundo a UNAIDS (Programa Conjunto das Nag¢es Unidas sobre HIV/AIDS),
no Brasil, estima-se que tenham ocorrido aproximadamente 48.000 novas infec¢cdes pelo
HIV e que havia cerca de 830.000 pessoas vivendo com o virus. O nimero de mortes

relacionadas a AIDS no Brasil em 2015 foi de 15.000. Ainda segundo o Boletim



Epidemiologico HIV/AIDS 2016, nos dltimos 10 anos observou- se um aumento da taxa de
deteccdo do  HIV, principalmente entre jovens de 15 a 24 anos.
Segundo dados divulgados pelo relatério da UNAIDS em 2016, havia cerca de 36,7 milhGes
de pessoas vivendo com HIV/AIDS no mundo. Estima-se que no mesmo ano houve
aproximadamente 2,1 milhdes de novas infec¢des por HIV e que cerca de 1,1 milhdo de
pessoas morreram em decorréncia da AIDS.

Espera-se que até 2030 a epidemia de AIDS seja controlada no mundo, contanto que 0s
individuos infectados sejam diagnosticados e tratados precocemente, diminuindo assim a
disseminacdo do HIV. O HIV possui uma alta taxa de mutacdo, que leva a formacdo de
novas particulas virais recombinantes circulantes (circulating recombinant forms — CRFs) o
gue pode ocasionar uma baixa sensibilidade ao tratamento anti-retroviral e que pode
conduzir para o desenvolvimento da AIDS em pouco tempo (BLACKARD et al.,2002;
KILLIAN; LEVY, 2011; KOURI et al., 2015; McCUTCHAN, 2000; PEETERS; SHARP, 2000;
ROBERTSON et al.,1995). Nesse contexto, o diagnostico precoce e desenvolvimento de

tratamentos ainda mais eficientes sdo fundamentais para o controle da epidemia de HIV.

1.2 Estrutura e organizacdo genémica

O HIV-1 é um virus com material genético constituido de duas fitas simples de RNA e
pertence ao grupo de retrovirus citopaticos e nao-oncogénicos (ICTVdB, 2015). Seu
diametro € 100 nm e possui um tamanho de aproximadamente 9 kb. A particula do HIV esta
envolvida por um envelope lipidico, composto por uma bicamada fosfolipidica obtida a partir
da membrana da célula hospedeira em que ocorreu a replicagéo viral. Na parte interna do
envelope localizam-se as proteinas de matriz p17 ou MA, que revestem todo o capsideo
viral (CA) que é formado pelas proteinas p24 (Figura 1) (FRANKEL; YOUNG, 1998; FREED,
1998). No interior do capsideo, encontra-se 0 material genético que esta associado as

proteinas do nucleocapsideo (NC ou p7) juntamente com as enzimas protease (pll),



transcriptase reversa (p66) e integrase (p32), que sédo necessarias para a replicacdo viral

(FREED, 2001).

Vif, Vpr, Nef and p7

Figura 1 — Estrutura do HIV-1. Fonte:
https://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html

O genoma do HIV-1 € composto por nove genes, sendo eles: gag, pol, vif, vpr, vpu, env, tat,
rev e nef (Figura 2). Os genes env e gag possuem a informacao necessaria para a sintese
de proteinas estruturais para as novas particulas virais, enquanto que o restante dos genes
codificam proteinas que regulam a transcricdo e replicacdo viral. O gene env codifica a
glicoproteina gp160 (Figura 3), que posteriormente, € clivada em outras duas proteinas: a
gpl120 e a gp4l. Essas glicoproteinas formam o complexo gpl120-gp41 que € responsavel
pela ligacdo do virus a célula hospedeira, permitindo a fusdo de suas membranas (EARL;

MOSS; DOMS, 1991).


https://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html
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Figura 2 — Organizagdo do genoma do HIV-1. Representacdo dos nove genes codificados. Os genes
gag, pol e env codificam proteinas precursoras (pr55, prl60 e gpl60, respectivamente) que serdo
clivadas em proteinas necessarias para a formacédo do virus maduro. Em azul claro temos a proteina
de superficie (SU) gp120. Em azul escuro temos a proteina transmembrana (TM) gp41. (Adaptado de
COSTIN, J. 2007).

A proteina gp4l possui uma longa cauda citoplasmatica, uma regido hidrofébica
transmembranar e um ectodominio, onde se liga a gp120. Na regido do ectodominio existem
alguns determinantes funcionais que estdo envolvidos na fusdo das membranas viral e
celular do hospedeiro. Esses determinantes sdo duas regifes helicoidais denominados HR1
e HR2 (GOMEZ; HOPE, 2005; MONTERO et al., 2008). A gp120 possui cinco regides
conservadas, de C1 a C5, que séo separadas por cinco regides variaveis de V1 a V5 (Figura

3) (POIGNARD et al., 2001).



gp160
c1 Vi v2 2 v3 c3 v4 CA VE C5 PF HR1 HR2 DT
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Legenda

C1- CS: regides constantes

V1 - VS: regides varidveis

PF: peptideo de fusdo

HR1 e HR2: dominios em a-hélice
DT: dominio transmembranico

Figura 3 — Proteina precursora gp160, que ao ser clivada gera as glicoproteinas gp120 e gp41l e suas
respectivas regides e dominios. Fonte:
http://repositorio.unb.br/bitstream/10482/3228/1/Dissert%20Thiago%20Machado%20Mell0%20de%20
Sousa.pdf

1.3 Ciclo de replicagéo viral

A entrada da particula viral na célula hospedeira ocorre através da ligacdo da glicoproteina
gpl120, a duas moléculas da célula hospedeira: um receptor especifico da superficie celular,
CD4+ e um co-receptor, que € membro da familia de receptores de quimiocinas, CCR5 ou
CXCR4. A gpl120 ao se ligar ao receptor CD4+ altera sua conformacéo, expondo sua al¢ca
V3. Com a alca V3 exposta, ela consegue se ligar ao co-receptor CCR5 ou CXCR4
(CLAPHAM; WEISS, 1997; GOODNOW,; COLLMAN, 2006). A partir de entdo, ocorre a
mudanca conformacional na gp41, o que permite que suas regides helicoidais formem um
complexo que auxiliam no término da fusdo entre as membranas viral e celular (Figura 4 e

etapa 1 da figura 5) (GOMEZ; HOPE, 2005).
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Figura 4 - Mecanismo de entrada do HIV-1 a célula hospedeira. Fonte: http://chem3513-
2007.pbworks.com/w/page/15648421/HIV%20Treatment

O capsideo do virus € liberado para o citoplasma da célula hospedeira (etapa 2) e inicia-se a
transcricdo do RNA viral em DNA complementar, através da acdo da atividade da enzima
transcriptase reversa (etapa 3 e 4). Ocorre entdo o transporte desse DNA complementar
para o nucleo da célula (etapa 5), onde a enzima integrase pode atuar fazendo com que
aconteca a integracdo no genoma celular (etapa 6), denominado provirus, que pode
permanecer em laténcia por varios anos (KATZ; SKALKA, 1994) ou permanecer em
forma circular, isoladamente. O molde para a sintese de proteinas estruturais de novas
particulas virais sera o provirus, uma vez que ele produz o RNA mensageiro viral, que sera

transportado para o citoplasma da célula (etapa 7 e 8).
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Figura 5 — Ciclo de replicacdo do HIV-1. Fonte:

https://basicmedicalkey.com/human-immunodeficiency-viruses-replication-2/

Em seguida, as proteinas do gene env sdo produzidas e transportadas até a membrana
plasmatica da célula. Duas c6pias de RNA viral simples sdo recrutadas pelas proteinas que
foram codificadas pelo gene gag e também séao direcionadas a membrana plasmatica (etapa
9). No citoplasma, inicia-se a montagem estrutural do nicleo do virus com as proteinas
produzidas pelo gene gag. Na membrana celular, esse complexo se junta com as proteinas
de superficie gp1l20 e a transmembranar gp4l que sdo expressas na membrana e o
processo de brotamento é iniciado liberando novas particulas virais. O processo de
maturacao viral se da ap6s o brotamento (etapa 10), que ira formar as proteinas p24, que se
agrupam para formar o capsideo (etapa 11). Ao ser liberada, a nova particula viral pode
infectar outras células ou permanecer no meio extracelular. As proteinas produzidas pelo

gene pol agora regulam a sintese de novos virus (CONNOR, 1992; FREED, 1998;

GANSER- PORNILLOS; YEAGER ; SUNDQUIST, 2008).


https://basicmedicalkey.com/human-immunodeficiency-viruses-replication-2/

Atualmente os antirretrovirais utilizados interferem em algum passo do ciclo replicativo do
HIV. Existem duas principais classes de antirretrovirais: os inibidores da transcriptase
reversa, que atuam impedindo a multiplicacdo viral e os inibidores da protease, que

impedem a liberacdo de novas particulas virais.

1.4 Fases da infeccao pelo HIV-1

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em 3 fases, sendo a primeira a fase aguda ou
soroconversdo; a segunda fase é denominada fase assintomética ou laténcia clinica e, por
fim, a terceira fase é a fase sintomatica. A fase aguda é caracterizada pela incubagédo do
virus, periodo denominado eclipse, que ocorre logo apos a infec¢do, onde o virus fica
latente até que os primeiros sintomas da doenca aparecam. Estes, podem aparecer entre 3
a 6 semanas apos a infeccdo e desenvolvem-se em cerca de 50% a 70% dos adultos
infectados. O organismo leva de 30 a 60 dias ap6s a infeccdo para iniciar a producao de
anticorpos anti-HIV, desse modo, marcadores virais ndo sao identificados nesse periodo.
Apbs esse tempo, ocorre a disseminacao pelo tecido linféide e sanguineo. O tempo em que
o0 organismo leva para responder a infeccdo é denominado janela imunolégica e
compreende desde o periodo de eclipse, que dura em torno de 7 dias, até o 20° dia ap6s a
infeccéo.

Durante esse periodo de janela imunol6gica apenas duas moléculas podem ser detectadas:
o0 RNA viral e a proteina p24, portanto, caso seja feito testes para HIV nesse periodo ha uma
chance do resultado ser falso-negativo (COHEN et al., 2010; FIEBIG et al., 2003, HASSAN,
2013). Posteriormente ao periodo de janela imunoldgica, inicia-se a fase onde os anticorpos
anti-HIV-1 comecam a ser detectados, essa fase é chamada de soroconversao.

Na fase assintomatica, o principal evento € a interacdo entre o virus e linfécitos TCD4+. E
nessa fase que o HIV-1 passa por mutac6es continuas e rapidas, porém, tais eventos ainda
néo séo capazes de deprimir o organismo a ponto de permitir com que doencas oportunistas

se manifestem. A resposta imune € entdo montada e pode suprimir a viremia por anos,
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periodo denominado laténcia clinica. Segundo Rachid (2005), a progressao da fase aguda
até a assintoméatica pode ser de até 10 anos (RACHID; SCHECHTER, 2005). Com o passar
do tempo, a viremia reaparece, em razdo do aumento da replicacdo viral e diminuicdo da
resposta imune (WONG-STAAL,1991).

A fase sintomatica, Ultima fase da infeccéo, € inicialmente definida pela grande diminuicao
de linfocitos T CD4+ acompanhada do aparecimento dos sintomas da AIDS como febre,
diarreia, suores noturnos e emagrecimento (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA,
PREVENCAO E CONTROLE DAS IST, DO HIV/AIDS E DAS HEPATITES VIRAIS, 2017).
Devido a isso, a imunodeficiéncia pode favorecer o aparecimento de doencas oportunistas,
como herpes viral, pneumonia, tuberculose, meningite e micoses, pois o organismo fica

cada vez mais vulneravel a tais infecgdes (GRANT; ZOLOPA, 2012; NELSON et al., 2011).

15 Diagnéstico

Os testes para detecgcdo do HIV tem por objetivo diagnosticar precocemente a infecgéo, a
fim de que o individuo inicie o mais rapidamente a terapia anti-retroviral altamente ativa (
highly active antiretroviral therapy — HAART), o que permite o controle dos individuos
infectados. Além disso, o diagnéstico também ¢é importante para que ndo ocorra a
disseminacao do virus e nem o aparecimento de doencas oportunistas. Apos a etapa de
soroconversdo, 0s primeiros anticorpos produzidos sdo da classe IgM contra a proteina
gp41l, produzidos cerca de 13 dias apés a deteccao do RNA viral no plasma. Por conter
varias regides imunogénicas, a gp4l pode desencadear uma forte producdo de anticorpos
contra ela (MONTERO et al., 2008). Dessa forma, a gp41l é considerada o antigeno mais
importante na deteccdo de HIV-1 (MAHBOUDI et al., 2006). Em seguida, a producéo de
anticorpos muda de classe (class-switching), passando de IgM para IgG e IgA (TOMARAS et
al., 2008). Outra proteina que é um importante alvo de anticorpos € a glicoproteina gp120
(POIGNARD et al., 2001). Ela pode ser detectada a partir de 28° dia ap0s a deteccao de

RNA viral (TOMARAS; HAYNES, 2009). Além dessas proteinas, ha ainda a proteina p24,
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encontrada em altos niveis no sangue do individuo tanto nos estagio iniciais quanto nas
fases mais avancadas da infeccdo (TANG et al., 2010). Os anticorpos anti-p24 podem ser
detectados apos 18 dias da deteccdo do RNA viral (TOMARAS; HAYNES, 2009).

Atualmente, os testes de diagndstico de HIV-1 podem ser classificados como ensaios de
triagem, que possuem alto grau de sensibilidade e testes confirmatérios que possuem alto
grau de especificidade. Os ensaios de triagem foram desenvolvidos para detectar todos os
individuos infectados. Dessa forma, eles podem detectar a presenca de anticorpos e/ou
antigenos virais, principalmente p24, por imunoensaios, como por exemplo pelo método
ELISA (do Inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou podem amplificar o genoma do
virus através da técnica denominada Reag¢do em cadeia da polimerase (PCR). Enquanto
gue os testes confirmatérios, principalmente Immunoblotting (ou Western Blotting) e
Imunofluorescéncia indireta, foram desenvolvidos para identificar os individuos que nao
estdo infectados, mas que por alguma razdo no ensaio de triagem seu resultado foi reativo
(MANUAL TECNICO PARA O DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HIV, MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Existem ainda os testes rapidos, que sdo imunoensaios simples que podem
ter duracdo de até 30 minutos. Eles sao capazes de identificar anticorpos IgG e IgM contra a
proteina gp41 e/ou gp120 em amostras de sangue, seja plasma ou soro, ou em fluidos orais
(DASKALAKIS, 2011). Com o surgimento dos testes rapidos pode-se ampliar 0 acesso ao
diagnostico de HIV, pois eles sdo de facil manipulagdo, ndo necessitando de uma
infraestrutura laboratorial, equipamentos e profissionais especializados. Além disso, eles
podem ser utilizados em regides de dificil acesso, como por exemplo, onde vivem a
populacéo ribeirinha. Eles sdo mais baratos comparados a outros exames laboratoriais e
permitem que um grande numero de pessoas sejam avaliadas em fung¢do da rapidez do
resultado. Os testes rapidos podem ser utilizados em situagcdes que necessitam de um
rapido diagndstico, como nos prontos socorros e na maternidade, onde ndo se sabe se a
gestante fez o teste de HIV durante o pré natal. Outra vantagem dos testes rapidos é que
eles permitem o diagnostico rdpido da infeccdo possibilitando um tratamento precoce,

diminuindo assim as chances de disseminacdo do virus (MANUAL TECNICO PARA O
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DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HIV, MINISTERIO DA SAUDE, 2014; GREENWALD
et al, 2006). Ha varios tipos desses testes, mas 0os mais utilizados séo dispositivos (ou tiras)
de Imunocromatografia (ou fluxo lateral), Imunocromatografia de dupla migracdo (DPP) e
dispositivos de imunoconcentracdo (MANUAL TECNICO PARA O DIAGNOSTICO DA
INFECCAO PELO HIV, MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No Brasil, em 17 de dezembro de 2013 o Ministério da Saude publicou a Portaria n® 29 que
normatiza a testagem para HIV, onde recomenda-se que seja realizado pelo menos dois
testes para confirmar o resultado: um ensaio de triagem e um ensaio confirmatdrio. Nesta
portaria sdo apresentados 6 fluxogramas que permitem o diagnéstico seguro da infeccao.
Através desses fluxogramas é possivel o diagnostico precoce de AIDS. Estima-se que cerca
de 25% dos novos casos de infecgdo acontecam pelo contagio por individuos que estdo na
fase aguda, ou seja, que ainda ndo sabem que estdo infectados e que possuem uma alta
carga viral circulante, facilitando a chance de disseminacdo do virus (MANUAL TECNICO

PARA O DIAGNOSTICO DA INFECGAO PELO HIV, MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.6 Producao de proteinas recombinantes

Proteinas recombinantes ou proteinas heterdlogas séo proteinas produzidas através da
tecnologia do DNA recombinante, onde se clona o gene da proteina de interesse em um
sistema de expresséo diferentemente do produtor original.

O dogma central da biologia molecular possibilitou a produgéo de proteinas recombinantes,
pois proporcionou o entendimento dos processos de replicacdo, transcricdo e traducdo que

a célula utiliza para que a informacgéo genética seja expressa (Figura 6).
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pna Replicagdo —= copias idénticas do DMA parental

Transcricdo —« parte da mensagem genética copiada em RNA
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Tradugdo ——= mensagem genética traduzida a proteina

Proteina

Figura 6 - Dogma central da biologia molecular. Fonte: MIYAMOTO, C. A. Producéo de proteinas
recombinantes em Escherichia coli, 2013.

A tecnologia do DNA recombinante foi introduzida em 1970 com a finalidade de produzir
proteinas de maneira mais rapida e facil em comparacéo a producéo natural.

A producéo de proteinas recombinantes é utilizada em vérias areas, dentre elas, na area da
saude. Suas aplicacdes sdo as mais diversas, desde medicamentos, vacinas, testes
diagnosticos, terapia génica a producgédo de anticorpos (DEMAIN; VAISHNAV,2009).

Para producdo de proteinas recombinantes, inicialmente € necessario obter a sequéncia
génica que expressa a proteina de interesse. Em seguida, realiza-se a clonagem molecular
dessa sequéncia em vetores de expressao, com o auxilio de enzimas de restricéo e, insere-
se 0 mesmo em um sistema de expressao, que pode ser procarioto ou eucarioto, para que a
proteina possa ser produzida (DEMAIN; VAISHNAV,2009).

Os vetores de expressdo e a célula hospedeira que serdo escolhidos irdo depender do
objetivo do estudo, porém, alguns fatores sdo importantes na hora da escolha, bem como:
as taxas de crescimento da célula hospedeira, eficiéncia na producdo, necessidade de
modificagBes pos traducionais, funcionalidade do sistema, local onde a proteina sera
produzida, atividade bioldgica da proteina, entre outros fatores (CHOI, 2006; GOEDDEL,

1990).
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1.7 Vetores plasmidiais de clonagem e expresséao

Vetores plasmidiais sdo moléculas de DNA circular fita dupla que tem como caracteristica a
capacidade de se replicar dentro da célula hospedeira, de modo independente, produzindo
muitas copias com o DNA recombinante inserido. Dessa forma, funcionam como veiculos de
transporte do gene para o interior da célula (NASCIMENTO et al. 1999). A transferéncia
desse vetor de uma célula para outra é realizada através de transfec¢@o, microinjecdo e
eletroporacdo em sistemas de expressdo eucaridticos. JA em sistema de expressao
utilizando células procaridticas a transferéncia dos vetores plasmidiais ocorrem por
transformacéo ou eletroporacdo (MADIGAN, 2016).

Os vetores de clonagem e expressdo mais utilizados sdo plasmideos de bactérias. Os
plasmideos possuem elementos que sdo responsaveis pelo controle da produgéo da
proteina recombinante. O promotor controla a taxa de transcricdo do gene de interesse e 0s
principais plasmideos de expresséo utilizam os promotores Lac, Tac e T7. Dentre os
plasmideos que utilizam o promotor T7 estdo os do sistema pET de expresséao (plasmid for
expression by T7 RNA polimerase). Alguns vetores comerciais desse sistema apresentam o
promotor T7lac, onde a expressao da proteina fica sob controle do promotor lac reduzindo
seus niveis na auséncia do indutor. Com a adicdo do indutor Isopropil-B-D-
tiogalactopirosideo (IPTG), o gene da T7 RNA polimerase, RNA polimerase do fago T7, é
traduzido e se liga na regido promotora lac, fazendo com que o gene de interesse seja
transcrito e a proteina expressa (NASCIMENTO et al. 1999; Manual pET System, Novagen).
A vantagem desse promotor é que a RNA polimerase do fago T7 é mais ativa que a RNA
polimerase bacteriana, dessa forma o nivel de expressao proteica € maior (NASCIMENTO et
al. 1999).

A origem de replicacao (ORI) controla a taxa de replicagdo do plasmideo. Os marcadores de
selecdo, por sua vez, sao genes que conferem resisténcia a determinado antibiético, como
por exemplo a ampicilina e kamanicina, auxiliando na sele¢cdo das colbnias que receberam o
plasmideo (ROSANO, 2014). O sitio de multipla clonagem (Multiple cloning site - MCS) é o

local que permite a insercéo do gene de interesse. E nesse local que encontram-se 0s sitios
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de clivagem para as enzimas de restricdo, também chamadas de endonucleases, onde o
inserto, DNA de interesse, € inserido. O plasmideo deve ter apenas um local para o
reconhecimento onde a enzima de restricdo ira clivar, pois caso ndo tenha esse local, 0
plasmideo ndo pode ser aberto para insercdo do gene de interesse. Existem indmeras
enzimas de restricdo e a escolha de quais utilizar ira depender de alguns fatores, como por
exemplo ndo cortar o DNA inserido (NASCIMENTO et al, 1999). Além desses elementos, 0s
plasmideos utilizados em bactérias ainda podem conter um sitio de ligacdo ao ribossomo
(Shine-Dalgamo), que ira controlar a traducdo, um iniciador: a sequéncia ATG e um codon
para finalizar a traducéo (stop codon) (BERLEC, 2013).

Alguns vetores de expressao, como o pET28a, possuem caracteristicas que auxiliam no
processo de purificacdo, como a cauda de histidina que sai em fusdo com a proteina, que
sdo sequéncias composta por 6 histidinas que ajudam na purificacdo e também na
solubilidade das proteinas heterélogas (COSTA, 2014; MERGULHAO et al., 2005).

Um outro exemplo de vetor plasmidial é o vetor pPICZaA (EasySelect Piciha Expression Kit).
Esse vetor é utilizado como vetor de clonagem em bactérias e vetor de expressdo em Pichia
pastoris. Os principais elementos desse vetor sdo: o promotor AOX1, que permite a inducéo
da proteina heter6loga por metanol; o fator alfa, uma sequéncia derivada do Saccharomyces
cerevisiae que possibilita a secrecdo da proteina heterdloga; o sitio de multipla clonagem,
local onde se insere a sequéncia de interesse e localizam-se os sitios das enzimas de
restricdo; a regido terminadora de transcricdo do gene AOX1; o gene de resisténcia ao
antibiético zeocina e a cauda de histidina, que auxilia no processo de purificacdo

(EasySelect Piciha Expression Kit; CEREGHINO et al., 2000).

1.8 Sistema de expressé&o procarioto

Existem muitos organismos modelos que podem ser usados na producdo de proteinas
recombinantes. Porém, um dos mais utilizados na area da biotecnologia € a bactéria
Escherichia coli, devido ao seu rapido cultivo, facil manuseio, baixo custo, linhagens bem

caracterizadas e facil de ser manipulada (REDDI et al 2002; GOPAL; KUMAR, 2013).
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Em E. coli a proteina recombinante expressa pode ser enviada para trés locais distintos: 1)
meio extracelular, podendo resultar em altas quantidades de proteina produzida e ter sua
conformacdo nativa, entretanto, durante o cultivo, as bactérias podem produzir endotoxinas
e proteases que podem degradar as proteinas produzidas (COSTA et al. 2014; SORENSEN,
2005); 2) periplasma bacteriano, que tem um ambiente oxidativo com enzimas que
permitem a conformacdo natural da proteina, porém a expressao tem um baixo rendimento
(MAKRIDES, 1996) e 3) citoplasma bacteriano, onde a proteina é expressa em grandes
guantidades, mas com grande frequéncia em corpos de inclusdo, forma agregada da
proteina. Até 90% da proteina de interesse pode estar em corpos de incluséo, devido ao alto
nivel de expressao da proteina heteréloga, gerando um pool de proteinas mal enoveladas
gue se agregam (COSTA et al. , 2014; REDDI et al 2002). Para sua obtencdo soluvel é
necessario o uso de reagentes desagregantes como ureia ou guanidina. Pode-se também
tentar otimizar o processo, diminuindo a temperatura durante a indugdo da expressao, pois
assim ocorre uma diminuicdo do grau de transcricdo, traducdo e das forcas de interacdo
hidrofobicas que contribuem para o dobramento incorreto da proteina. Uma outra estratégia
gue pode auxiliar no dobramento correto é a co-expressdo de chaperonas (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).

Uma dificuldade na expressdo de proteinas heterdlogas € o padrdo de utilizagdo dos
coédons. O gene de interesse pode apresentar codons que sao pouco utilizados ou ndo séo
reconhecidos pelo organismo usado como sistema de expressao, pois existe uma
preferéncia no uso de cédons o qual corresponde a moléculas de RNAt especificas.

Os codons pouco utilizados sao denominados cédons raros (EVANS et al., 2011). Para que
nao ocorra esse problema uma estratégia que pode ser adotada € a otimizac&o dos codons
do gene de interesse. Esse processo consiste em trocar os codons raros por cédons
preferenciais ao organismo usado no sistema de expressdo (ROSANO; CECCARELLI,
2014). Outra estratégia € usar uma linhagem de E. coli que produza os cédons raros, como
as linhagens Rosetta, Rosetta (DE3), BL21 (DE3) CodonPlus-RIL e BL21 (DE3) CodonPlus-

RP (KAUR et al. 2018).
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Outra limitacdo que a E. coli apresenta é a falta de realizacdo de modificacbes pds
traducionais, como a glicosilacdo, por exemplo. Isso ocorre devido a falta de maquinaria
sofisticada para realizar tais processos. Nesse caso, utilizar um sistema de expressao
eucariotico é a melhor escolha para a produgdo da proteina que requer tais modificacdes

(DALY e HEARN, 2005; KAUR et al. 2018).

1.9 Sistema de expressao eucarioto

Existem varios sistemas de expressdo eucarioticos que podem ser usados na producgdo de
proteinas recombinantes (YIN et al. 2007). Alguns exemplos sdo as células de mamiferos,
células de plantas, células de insetos e leveduras.

As vantagens que 0 sistema eucarioto apresenta em comparacao ao sistema procarioto sao
diversas, tais como: a secrecdo de proteinas para o meio extracelular, a realizacdo de
modificagbes pos traducionais, a auséncia de formacdo de corpos de inclusdo e o correto
enovelamento das proteinas produzidas. Além dessas vantagens, ha ainda a producdo
estavel de clones recombinantes, devido a integracéo dos vetores de expressdo ao genoma
da levedura, o que aumenta a estabilidade das linhagens utilizadas na expressao (TORRES,
MORAES, 2000), o rendimento relativamente alto de proteinas e custo inferior comparado a
sistemas eucariotos multicelulares (CELIK et al., 2012; DEMAIN et al., 2009;).

Dentre esses sistemas, um dos mais utilizados sdo as leveduras, que sdo fungos
unicelulares. Muitas espécies com caracteristicas diferentes podem ser usadas na producéo
heter6loga de proteinas, como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces
lactis e Hanselua polimorpha (CELIK et al., 2012).

Por ser de facil manipulacdo genética, apresentar um satisfatério crescimento e secretar
altos niveis da proteina produzida, a levedura Pichia pastoris tem sido muito utilizada como
sistema de expressdo (CEREGHINO, CREGG; 2000).

Pichia pastoris € uma levedura anaerdbia facultativa e metilotréfica, ou seja, capaz de
metabolizar o metanol como Unica fonte de carbono. Essa reacdo de metabolizagdo ocorre

inicialmente nos peroxissomos e depois no citoplasma. Quando as células sao cultivadas
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em metanol, encontram-se nos peroxissomos as enzimas alcool oxidases (AOX) 1 e 2, que
oxidam o metanol em formaldeido e peroxido de hidrogénio. Por apresentar toxicidade para
a célula o peroxido de hidrogénio é rapidamente decomposto em agua e oxigénio pela
enzima catalase (CREGG et al.,, 1989; CEREGHINO, CREGG; 2000). O formaldeido
produzido € entdo utilizado para obtencdo de energia para o crescimento da levedura e
metabolizado no citoplasma, formando diéxido de carbono por desidrogenases
citoplasméticas (CEREGHINO, CREGG; 2000).

Uma caracteristica importante é que a Pichia pastoris ndo € considerada uma levedura
muito fermentadora, dessa forma ela ndo produz altos niveis de etanol como metabdlito
intermediario, evitando assim que atinja niveis toxicos para as células (TORRES, MORAES,

2000).

2. JUSTIFICATIVA

Desde a descoberta da AIDS, por volta da década de 80 até junho de 2016 foram
notificados no Brasil cerca de 843.000 casos de AIDS e mais de 300.000 6bitos. Nos ultimos
cinco anos, o pais tem registrado uma média de 41,1 mil novos casos de AIDS por ano.
Segundo o Boletim epidemiolégico HIV/AIDS 2016, nos ultimos dez anos, observou-se um
aumento da taxa de deteccéo de HIV/AIDS no Brasil, principalmente entre jovens de 15 a 24
anos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, 2016). Sendo assim, a infec¢do por HIV é
vista hoje como um dos grandes problemas de saude publica, principalmente porque sua
incidéncia vem aumentando nos Ultimos anos. Dentro deste contexto, diagnosticar
precocemente a infeccdo é fundamental, para que se inicie o tratamento anti-retroviral o
mais rapido possivel, diminuindo assim as chances de disseminacdo do virus. Com o
surgimento dos testes rapidos pode-se ampliar o acesso ao diagnéstico de HIV, pois eles
podem ser utilizados em regifes de dificil acesso, onde ndo ha uma estrutura laboratorial.
Entretanto, a maioria dos testes rapidos existentes no mercado atualmente detectam
anticorpos que s6 podem ser identificados em fases mais avancadas da infeccdo. Testes

rapidos que detectam anticorpos na fase mais inicial podem auxiliar no diagndstico precoce,
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permitindo assim um tratamento adequado. Desse modo, é necessario que os testes rapidos
sejam continuamente melhorados a fim de que sejam amplamente disponiveis, apresentem
baixo custo, sejam sensiveis e especificos. Investir no melhoramento de testes rapidos é

ampliar o acesso ao diagnéstico de HIV de uma maneira simples e eficaz.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi produzir as proteinas gp4l e gpl20 do HIV-1 por
tecnologia do DNA recombinante com a finalidade de serem empregadas futuramente em

teste de diagndstico.

3.2 Objetivos especificos

e Clonar as proteinas gp41 e gp120 em vetor plasmidial

e Expressar as proteinas recombinantes gp41 e gp120 do HIV-1

e Purificar as proteinas expressas por cromatografia de afinidade a niquel
e Confirmar a identidade das proteinas através do sequenciamento

e Verificar se as proteinas sao reconhecidas por anticorpos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma da metodologia utilizada

Obtencgdo do Reacdo de PCR Eletroforese para
material genético COMm 0s primers |:> purificacdo dos
do HIV-1 especificos fragmentos

&

. Transformaco
Sequenciamento <:| em DH10B gara <:| Clonagem nos vetores

intermediarios de

estoque expressdo
Transformacdo . L _ )
em Pichia |:> Indugdo da ‘:> |dentificagdo das |:> Purificacdo das
pastoris Expressao proteinas proteinas

Figura 7 - Fluxograma da metodologia utilizada

4.2 Clonagem e expresséo
4.2.1 Obtencédo do material genético do HIV-1
As sequéncias das proteinas gp41 e gpl120 foram clonadas a partir do vetor que carregava

tais sequéncias, o vetor pABT4674 (ATCC) (Figura 8).
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Figura 8 - Mapa do vetor pAbT4674 (ATCC).

4.2.2 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Apds a analise do genoma do HIV-1, disponivel no GenBank com numero de acesso
K03455.1 e, a partir do gene env que codifica as proteinas de interesse, 0s primers para
clonagem no vetor pET28a foram desenhados. Eles foram desenhados com sitio de
restricdo para as enzimas Ncol (CCATGG) e a Xhol (CTCGAG) para amplificacdo das
proteinas gp41l e gpl20. A escolha das enzimas de restricdo ocorreu pela vantagem da
permanéncia da cauda de histidina, facilitando o processo de purificagdo, e também pela
permanéncia do sitio de ligacédo ao ribossomo (RBS), importante para sintese das proteinas.
Além disso, foram adicionados trés nucleotideos na extremidade 5 de cada primer, que
serviram como facilitadores para ancoragem das enzimas de restricdo para digestdo do
produto de PCR. Os primers foram sintetizados pela empresa Sinapse Biotecnologia (tabela

1).
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Primer Sequéncia
gp41 - Forward 5 AAACCATGGGGATGGGCGCAGCCTCAATG ¥
gp41 - Reverse 5 TTTCTCGAGTCCCCTCGGGGTTGGG 3
gpl120 - Forward 5 AAACCATGGGGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGG 3
gpl20 - Reverse 5 TTTCTCGAGTCTTTTTTCTCTCTGCCACCACTCT 3

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados na clonagem dos genes das proteinas gp41 e gp120 em
vetor pET28a. Em negrito encontram-se o sitio das enzimas de restricdo Ncol (CCATGG) nas

sequéncias forwards e a Xhol (CTCGAG) nas sequéncias reverses.

Para a clonagem das proteinas gp41 e gp120 no vetor pPICZaA foram desenhados os
primers descritos na tabela 2. Eles foram desenhados com sitio de restricdo para as
enzimas EcoRI (GAATTC) e a Sall (GTCGAC). A escolha das enzimas de restricdo ocorreu
também pela vantagem da permanéncia da cauda de histidina e pela permanéncia do fator
alfa do vetor pPICZaA que possibilita que a proteina heteréloga seja secretada para o
sobrenadante. Além disso, também foram adicionados trés nucleotideos na extremidade 5’
de cada primer, que serviram como facilitadores para ancoragem das enzimas de restricdo
para digestdo do produto de PCR. Os primers foram sintetizados pela empresa Exxtend

Solugdes em Oligos (tabela 3).

Primer Sequéncia
gp41l - Forward 5 AAAGAATTCATGGGCGCAGCCTCAATG 3
gp41 - Reverse 5 TTTGTCGACTCCCCTCGGGGTTGGG 3
gp120 - Forward 5 AAAGAATTCAGTGCTACAGAAAAATTGTGG 3
gpl20 - Reverse 5 TTTGTCGACTCTTTTTTCTCTCTGCACCAC 3

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados na clonagem dos genes das proteinas gp41 e gp120 em
vetor pPICZaA. Em negrito encontram-se o sitio das enzimas de restricdo EcoRl (GAATCC) nas

sequéncias forwards e a Sall (GTCGAC) nas sequéncias reverses.
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4.2.3 Sistemas de expressao

Para o presente estudo as bactérias E. coli da linhagem DH10B foram utilizadas para
receber os plasmideos ap6s a clonagem e realizar a multiplicagcdo dos mesmos.

Para expressdo heterbloga das proteinas gp41l e gpl120 foram utilizados dois sistemas de
expressao: o procarioto E. coli e o eucarioto Pichia pastoris. No sistema procarioto foram
utilizadas duas linhagens: a BL21(DE3)plysS e a Rosetta (DE3), ambas com resisténcia ao
antibiético cloranfenicol. No sistema eucarioto a linhagem utilizada foi a KM71H da levedura
Pichia pastoris. Essa linhagem foi escolhida pois ndo possui genes que codificam algumas
proteases, 0 que garante uma menor destruicdo da proteina secretada (CEREGHINO, 2000;

DALY e HEARN, 2005).

4.2.4 Vetores de clonagem e expressao

Para clonagem e expressédo de proteinas recombinantes em E. coli o vetor escolhido foi o
pET28a(+) (Novagen; Figura 9). Este vetor apresenta resisténcia ao antibiético kanamicina,
gue auxilia na selegdo dos clones recombinantes. Apos a clonagem das sequéncias de
interesse no vetor pET28a(+), os plasmideos foram inseridos em bactérias DH10B e

armazenados no freezer -80°C.
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Figura 9 - Mapa do vetor pET28a (+). Nos retdngulos em vermelho estéo os sitios de restricdo das
enzimas Ncol e Xhol, utilizadas na clonagem. Fonte: Adaptado de
https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf

Para a clonagem e expressao na Pichia pastoris o vetor escolhido foi o pPICZaoA (Figura 10;
Invitrogen). O vetor pPICZaA é integrado no genoma da levedura juntamente com o
promotor AOX1 presente no mesmo. Quando adicionado ao meio de cultivo o indutor
metanol, a levedura produz grande quantidade da proteina recombinante, devido a

regulagdo do promotor AOX1. Além disso, esse vetor apresenta resisténcia ao antibiético
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zeocina, que auxilia na selecdo dos clones recombinantes. Outra caracteristica desse vetor
€ que ele permite que a proteina recombinante seja fusionada a seis histidinas o que facilita
0 processo de purificacado.

Apos a clonagem das sequéncias de interesse no vetor citado anteriormente, os plasmideos

foram inseridos em bactéria E. coli da linhagem DH10f e armazenados no freezer -80°C.
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Figura 10 - Mapa do vetor pPICZaA. Nos retadngulos em vermelho estéo os sitios de restricdo das
enzimas EcoRlI e Sall, utilizadas na clonagem. Fonte: Adaptado de EasySelect’ Pichia Expression

Kit, Invitrogen.

4.2.5 Expanséo clonal

Em uma placa de Petri foi colocado 15 mL de meio Luria - Bertoni (LB) &gar (1 g de extrato
de levedura, 2 g de triptona, 2 g de NaCl e 200 mL de agua) e adicionado 15 pulL do
antibiético ampicilina (100 mg/mL). A E. coli DH10p transformada com o vetor pAbT4674 foi

plagueada e colocada em estufa, 37°C, overnight.

4.2.6 Extracado plasmidial (Mini prep)
Para a extracdo do DNA plasmidial, foram escolhidos alguns clones transformantes que

foram inoculados em 5 mL de meio LB com 5 uL de ampicilina (100 mg/mL) e incubados de



27

16 a 18h horas a 25°C no periodo noturno e 37°C no inicio da manha, a 200 rpm. A extracado
foi realizada através do kit lllustra plasmid Prep Mini Spin Kit (GE HealthCare) de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante. Apos a extracdo, as preparacdes de DNA
plasmidiais obtidas foram quantificadas através de métodos espectrofotométricos
(MANIATIS et al. 1989) pelo equipamento NanoVue Plus (GE Healthcare) ou Nanodrop

1000 (Thermo Fisher Scientific) e armazenadas a -20°C.

4.2.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para construcdo dos vetores de expressao, os fragmentos de DNA foram amplificados a
partir do vetor pAbT4674 pela reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) catalisada pela
taq polimerase (SAIKI et al., 1988). Foram utilizados os primers especificos (Tabela 1 e 2)
para cada sequéncia.

A reacdo de PCR para a sequéncia gp4l, apos a padronizagdo, foi composta pelos
seguintes reagentes: 2,5 uL de Buffer 10x (Ludwig Biotec), 0,75 uL de MgCl, (Ludwig
Biotec), 1 uL de mix de dNTPs (10 mM) (Ludwig Biotec), 1 uL de primer Forward gp41 (10
mM) (Tabela 1 para E. coli, Sintese Biotecnologia e Tabela 2 para Pichia pastoris, Exxtend
Solugbes em Oligos), 1 uL de primer Reverse gp4l (10 mM) (Tabela 1 para E. coli, Sintese
Biotecnologia e Tabela 2 para Pichia pastoris, Exxtend Solu¢6es em Oligos), 0,5 uL da
enzima taq polimerase (Ludwig Biotec), 17,25 uL de agua autoclavada e 1 uL de DNA (39
ng/uL), totalizando um volume final de 25 puL. O termociclador utilizado foi o Thermal Cycler
T100 BIORAD com um ciclo de 95°C por 5 minutos,35 ciclos de 92°C por 45 segundos, 54°C
por 40 segundos, 72°C por 50 segundos e um ciclo de 72°C por 5 minutos.

A reacao de PCR para a sequéncia gpl20, apés a padronizacdo, foi composta pelos
seguintes reagentes: 2,5 uL de Buffer 10x (Ludwig Biotec), 0,75 uL de MgCl, (Ludwig
Biotec), 1 uL de mix de dNTPs (10 mM) (Ludwig Biotec), 1 uL de primer Forward gp120 (10
mM) (Tabela 1 para E. coli, Sintese Biotecnologia e Tabela 2 para Pichia pastoris, Exxtend
Solugbes em Oligos), 1 uL de primer Reverse gp120 (10 mM) (Tabela 1 para E. coli, Sintese

Biotecnologia e Tabela 2 para Pichia pastoris, Exxtend Solucbes em Oligos), 0,5 uL da



28

enzima taq polimerase (Ludwig Biotec), 17,25 uL de agua autoclavada e 1 uL de DNA (39
ng/uL), totalizando um volume final de 25uL. O termociclador utilizado foi o Thermal Cycler
T100 BIORAD com um ciclo de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 92°C por 45 segundos,

53°C por 40 segundos, 72°C por 1 minuto e 28 segundos e um ciclo de 72°C por 10 minutos.

4.2.8 Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA que foram amplificados por PCR foram separados e analisados por
eletroforese em gel de agarose. A eletroforese em gel de agarose também foi usada para
visualizacdo da digestéo dos plasmideos e para purificacdo dos fragmentos de interesse.
Para a analise dos fragmentos de DNA amplificados pela PCR foram feitos géis de agarose
a 1% e para a purificagdo dos fragmentos a 0,5% ou a 0,8%, todos feitos em tamp&o de
corrida TAE (Tris-Base 0,04 mol/L, acido acético glacial 1 mol/L, EDTA 50 mmol/L, pH 8,0).
A eletroforese foi realizada em cuba Owl EasyCast B1 (Thermo Scientific) contendo tampéo
TAE, com voltagem fixa de 90V e amperagem livre. O tampdo de amostra (azul de
bromofenol 0,25% e sacarose 40%) contendo Gel Red (Biotium) foi adicionado nas
amostras a serem analisadas. Os resultados foram visualizados em Transluminador
spectroline UV (SPECTROLINE), para verificagdo da pureza e integridade das amostras e

documentados pelo fotodocumentador ChemiDoc ™ MP System (Bio Rad).

4.2.9 Purificacdo da reacdo de PCR e quantificacéo

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
Em seguida, as amostras foram quantificadas pelo equipamento NanoVue Plus (GE

Healthcare).

4.2.10 Digestéo dos plasmideos
A digestdo dos plasmideos foi realizada pelas enzimas de restricdo Ncol e Xhol com a

finalidade de gerar extremidades coesivas que facilitem a reacdo de ligacdo com o vetor
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pPET 28a. O vetor pET28a também foi digerido com tais enzimas. Para reacdo de restricdo
do pET28a foram utilizados 12 uL de agua autoclavada, 3 uL de Buffer (Thermo), 1,5 uL da
enzima Fast Digest Ncol (Thermo), 1,5 uL da enzima Fast Digest Xhol (Thermo) e 12 ulL de
pET28a (136 ng/uL), totalizando 30 pL de volume final. Para reacdo de restricdo da
sequéncia gp41 foram utilizados 3 pL de Buffer (Thermo), 1 uL da enzima Fast Digest Ncol
(Thermo), 1 pL da enzima Fast Digest Xhol (Thermo) e 25 uL de DNA (10,6 ng/uL),
totalizando 30 puL de volume final. Para reacéo de restricio da sequéncia gpl20 foram
utilizados 6 uL de agua autoclavada, 3 pL de Buffer (Thermo), 1,5 uL da enzima Fast Digest
Ncol (Thermo), 1,5 uL da enzima Fast Digest Xhol (Thermo) e 18 uL de DNA (67 ng/uL),
totalizando 30 uL de volume final. As reagfes foram incubadas em banho a 37°C por 30
minutos e inativadas em banho a 80°C por 15 minutos.

Para clonagem no vetor pPICZoA a digestdo dos plasmideos foi realizada com as enzimas
de restricdo EcoRI e Sall. O vetor pPICZaA também foi digerido com tais enzimas. Para
reacao de restricdo do pPICZaA foram utilizados 20 pL de 4gua autoclavada, 3 uL de Buffer
O (Thermo), 1 uL da enzima EcoRI (Thermo), 1 uL da enzima Sall (Thermo) e 5 uL do vetor
pPICZoA (324 ng/uL), totalizando 30 pL de volume final. Para reacdo de restricdo da
sequéncia gp4l foram utilizados 3 uL de Buffer O (Thermo), 1 puL da enzima EcoRI
(Thermo), 1 puL da enzima Sall (Thermo) e 25 uL de DNA (15 ng/uL), totalizando 30 pL de
volume final. Para reacao de restricdo da sequéncia gp120 foram utilizados 3 pL de Buffer O
(Thermo), 1 uL da enzima EcoRI (Thermo), 1 uL da enzima Sall (Thermo) e 25 uL de DNA
(36 ng/uL), totalizando 30 uL de volume final. Todas as reac¢des foram incubadas em banho
a 37°C por 2 horas e inativadas em banho a 65°C por 20 minutos.

Para verificacdo dos produtos digeridos foi feita a eletroforese em gel de agarose.
Posteriormente, foi realizado a purificagdo do gel utilizando o kit illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. As amostras foram quantificadas pelo equipamento NanoVue Plus (GE

Healthcare).



30

4.2.11 Constru¢cao dos vetores pET28a_gp120, pET28a_gp41, pPICZaA_gpd1 e
pPICZaA _gp120

Apébs a digestdo dos plasmideos, a reacao de ligacdo foi realizada respeitando a proporcéo
3:1, ou seja, trés moléculas de inserto para cada uma molécula de vetor. Para a clonagem
do inserto gp4l no vetor pET28a montou-se a seguinte reacdo: 2,44 uL de &gua
autoclavada, 2 uL de Buffer Ligase 10X (Biolabs), 1 uL da enzima T4 Ligase (Biolabs), 3,09
uL do inserto gp41 (7ng/uL ) e 11,47 ulL do vetor pET-28 (6,1 ng/uL). Para a clonagem do
inserto gp120 no vetor pET28a utilizou-se 9 uL de agua autoclavada, 2 uL de Buffer Ligase
10X (Biolabs), 1 uL da enzima T4 Ligase (Biolabs), 2,5 uL do inserto gp120 (17ng/uL) e 5,5
uL do vetor pET-28 (10 ng/uL).

Para a clonagem do inserto gp41 no vetor pPICZoA montou-se a seguinte reagdo: 9,84 uL
de &gua autoclavada, 2 puL de Buffer Ligase 10X (Biolabs), 1 puL da enzima T4 Ligase
(Biolabs), 3,55 pL do inserto gp41 (9 ng/uL ) e 3,61 uL do vetor pPICZaA (18 ng/uL). Para o
inserto gp120 utilizou-se 3,62 uL de 4gua autoclavada, 2 uL de Buffer Ligase 10X (Biolabs),
1 uL da enzima T4 Ligase (Biolabs), 10,88 uL do inserto gp120 (5 ng/uL) e 2,5 uL do vetor
pPICZaA (18 ng/uL).

Todas as reagdes de ligagdo foram incubadas a 16°C, overnight no termociclador (BIORAD).

4.2.12 Preparo de células de competentes

Foram preparadas células competentes de E. coli das seguintes linhagens: DH10R,
BL21(DE3)pLYSs e Rosetta (DE3).

Para o preparo de bactérias competentes DH10B para a transformacgao, foi inoculado em 5
mL de meio LB com 5 pL de kanamicina (100 mg/mL) uma coldnia de DH10B e incubado de
16 a 18h horas a 25°C no periodo noturno e 37°C no inicio da manha, a 200 rpm.

Para o preparo de bactérias competentes BL21(DE3)pLYSs e Rosetta (DE3) foi inoculado
em 5 mL de meio LB com 5 pL de kanamicina (100 mg/mL) e 170 uL cloranfenicol (1 mg/mL)
uma colbnia de cada linhagem separadamente e incubado de 16 a 18h horas a 25°C no

periodo noturno e 37°C no inicio da manhd, a 200 rpm. No dia seguinte, 2 mL do pré-indculo
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realizado no dia anterior foi inoculado em um erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do
meio LB e incubado em agitador orbital a 200 rpm a 37°C por aproximadamente 2 horas, até
atingir uma densidade Optica a 600nm (D.O. 600nm) de aproximadamente 0,4. A cultura
entdo foi colocada em gelo e transferida para tubos conicos de 50 mL. Em seguida, foi
centrifugada por 7 minutos a 3095 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi
ressuspenso cuidadosamente no gelo em 35 mL de cloreto de célcio (CaCl,, 0,1 M,
autoclavado e gelado) e foi deixado em gelo por mais 20 minutos. Apds esse tempo, foi
levado para centrifugacdo novamente por 7 minutos a 3095 x g a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso cuidadosamente no gelo em uma solugéo contendo 8 mL
de CaCl,, 0,1M e 2 mL de glicerol 50%. Aliquotas de 200 uL foram colocadas em eppendorfs
estéreis e armazenadas a -80°C até momento do uso.

O preparo de Pichia pastoris competente foi feito de acordo com o manual “EasySelect™
Pichia Expression kit” (Invitrogen). A metodologia é baseada no crescimento prévio das
células até que elas atinjam a fase logaritmica de crescimento celular. Apds o crescimento,
as células séo transferidas para meio nutriente YEPD (Extrato de levedura 1%, Peptona 2%
e Agar 2%) adicionado de HEPES (4cido N- (2-hidroxietil) piperazina-N'-2- etanossulfénico)
e DTT (Ditiotreitol), que tem a fung&o de evitar a formagéo de pontes de sulfeto intracelular.
Em seguida, foi realizado lavagens nas células com agua gelada. ApGs as lavagens as

células foram transferidas para uma soluc¢éo de Sorbitol 1M.

4.2.13 Transformacéo por choque térmico de células competentes

As células competentes foram retiradas do freezer a -80°C e descongeladas em gelo por 15
minutos. Posteriormente, foi adicionado o DNA plasmidial e as células foram levadas ao
banho-maria a 42°C por 90 segundos precisamente e em seguida, em gelo por 2 minutos.
Em seguida ao choque térmico, foram adicionado 800 yL de meio LB no tubo de células
competentes e este foi levado a banho-maria a 37°C por 1 hora. Utilizou-se 200 pL de
células competentes DH108 e 20 uL da reagao de ligagao. A mistura foi entdo semeada em

placas de Petri contendo meio LB e kanamicina (100 mg/mL) para as bactérias com os
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vetores pET28a_gp41 e pET28a_gp120, LB low salt contendo zeocina (25 ug/mL) para as
bactérias com os vetores pPICZaA_gp41 e pPICZaA_gp120 e LB contendo kanamicina (100
mg/mL) e cloranfenicol (1 mg/mL) para as linhagens BL21(DE3)pLYSs e Rosetta (DE3). As

placas foram deixadas overnight na estufa a 37°C.

4.2.14 Transformacéo por eletroporacdo em Pichia pastoris competentes

A transformacéo das células competentes Pichia pastoris foi realizada com os plasmideos
recombinantes pPICZaA gp41 e pPICZaA gp120. Aproximadamente 1 ug dos plasmideos
purificados foi linearizado com a enzima de restricdo Pmel (New England Biolab). A reacéo
de linearizagéo foi incubada a 37°C em banho maria overnight. No dia seguinte, a enzima foi
inativada a 65°C por 20 minutos e os DNAs foram precipitados utilizando o kit illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

Com os vetores linearizados e precipitados, cerca de 1 ug foi adicionado em 40 pL de
células competentes. As células foram incubadas em gelo por 5 minutos e submetidas a
pulsos elétricos utilizando o equipamento Gene Pulser (Bio-Rad) em cubeta de 0,2 cm, com
os parametros: 1,5 Kv, 25 uF, 200 Q, seguindo as instrugbes do fabricante (Bio-Rad). Em
seguida, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M e incubado a 30°C por 2 horas sem agitagéo.
As células transformadas foram plagueadas em meio de cultivo YEPDS (Extrato de levedura
1%, Peptona 2%, Dextrose 2%, Agar 2% e Sorbitol 1M) contendo o antibiético zeocina em
duas concentragfes distintas, 100 e 500 pg/mL por 48 horas a 30°C, dessa forma, clones

recombinantes contendo as sequéncias de interesse foram identificados.

4.2.15 Selecéo das coldnias transformadas

As coldnias selecionadas nas placas de Petri foram avaliadas quanto a presenca dos
plasmideos recombinantes por meio da PCR de colbnia ou reacdo de restricdo, nas
condicbes descritas anteriormente. Para as coldnias positivas foram feitos estoques em

glicerol 50% e armazenados a -80°C.
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4.2.16 Sequenciamento

Os plasmideos recombinantes foram sequenciados pelo método de Sanger (Sanger et al.
1977), método da terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos marcados com
fluorocromos (kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing). O sequenciamento foi
realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante em um sequenciador automético
ABI 3500 xL Genetic Analyzer com techologia Applied Biosystems (Life Technologies). Os
primers utilizados na reacdo de sequenciamento estdo localizados no vetor pET28a, T7
forward (Invitrogen) e T7 Reverse (Invitrogen). Para essas reacdes foram utilizados 2 uL de
BigDye Terminator 3.1, 2 uL de tampé&o de sequenciamento, 1 uL de primer, 1 yL de DNA
com concentragdo de 100 a 200 ng e agua autoclavada para um volume final de 10 pL.
Para as sequéncias clonadas no vetor pPICZaA os primers utilizados foram AOX1 Forward
(5"-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3') e AOX1 Reverse (5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3). Para essas reagdoes de sequenciamento foram
utilizados 2 pL de BigDye Terminator 3.1, 3 uL de tampao de sequenciamento, 1uL de cada
primer, 8,36 uL de DNA da gp120 e 12,77 uL de DNA da gp41, com concentragao final de
aproximadamente 400 ng e agua autoclavada para um volume final de 20 pL.

As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa Bioedit Sequence Alignment
Editor vc7.2.5 (Hall, 2013) que faz o alinhamento das sequéncias geradas e forma a
sequéncia consenso. A sequéncia consenso € entdo colocada no programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, NCBI) que procura em bancos de dados internacionais

(GenBank: http//www.ncbi.nlm.nih.gov) genes e proteinas similares.

4.2.17 Expressao das proteinas recombinantes gp41 e gp120

Para expressdo em sistema E. coli, no dia anterior a expresséo, foram feitos os pré-inéculos
respectivos de cada sequéncia de interesse e o meio LB (0,5 g de extrato de levedura, 0,5 g
de triptona, 1 g de NaCl e 100 mL de agua) foi preparado em um erlenmeyer de 500 mL e
levado para ser autoclavado. Foi colocado em um pré-inéculo de 5 mL de meio LB 5 uL de

kanamicina (100 mg/mL) e 170 uL de cloranfenicol (1 mg/mL), em seguida foi inoculado uma
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colénia de BL21(DE3)pLYSs_pET28a_gp4l ou Rosetta(DE3) pET28a gp4l em um tubo
falcon e em outro falcon uma colbénia BL21(DE3)pLYSs_pET28a_gpl20 ou
Rosetta(DE3) pET28a_gpl20. Por fim, esses pré-indculos foram incubados de 16 a 18h
horas a 25°C no periodo noturno e 37°C no inicio da manh@, a 200 rpm.

No meio LB autoclavado foi adicionado 100 pL de kanamicina (100 mg/mL), 3400 uL de
cloranfenicol (1 mg/mL) e 400 pL do pré-indculo (proporcdo de 4 mL de pré-inéculo para
cada 1L de meio LB). Posteriormente, foi levado para o shaker em agitacdo orbital a 200
rpm por aproximadamente 3 horas até atingir uma D.O. 600 nm de 0,4 a 0,6. Quando atingiu
a D.O. esperada, a cultura foi dividida em falcons de 50 mL, sendo colocado em cada falcon
10 mL de cultura. A inducéo foi realizada em trés diferentes temperaturas: 37°C, 30°C e
25°C. Foram utilizadas concentra¢des crescentes de IPTG em cada falcon: sem IPTG, 0,1
mM de IPTG, 0,5 mM de IPTG e 1 mM de IPTG. E as aliquotas foram retiradas apés 4 e 8
horas de inducgéo.

Logo apés, as aliquotas foram centrifugadas a 3095 x g, a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 600 pL de tampé&o de lise (100
mM de NaCl). Em seguida, as amostras foram sonicadas quatro vezes com pulsos de 10
segundos e intervalos do mesmo tempo no gelo entre cada pulso. Apés a sonicagéo, as
amostras foram levadas para serem centrifugadas por 20 minutos a 16000 x g 4°C. Por fim,
foram separados o sobrenadante do pellet e o pellet foi ressuspendido em 600 pL uréia 8M.
As amostras devidamente identificadas foram armazenadas a -20°C.

Antes de iniciar a expressdo em Pichia pastoris foi realizado um teste de expressao em
pequena escala (screening) para identificar a colénia mais produtora de cada proteina.
Foram escolhidas 5 colénias recombinantes da proteina gp41 e 5 colbnias recombinantes da
proteina gp120. Essas coldnias foram mantidas em meio de cultivo BMGY (1% de Extrato
de Levedura, 2% Peptona, 100 mM de Tampéo Fosfato pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°%
Biotina), adicionado glicerol 1% como Unica fonte de carbono por 48 horas a 30°C em
falcons contendo aproximadamente 10 mL do meio em cada um. Logo apos, foi realizada a

inducdo com o meio BMMY (1% de Extrato de Levedura, 2% Peptona, 100 mM de Tampé&o
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Fosfato pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°% Biotina) contendo metanol como Unica fonte de
carbono numa concentragéo final de 0,75%, com aproximadamente 7 mL de meio em cada
falcon. Foi adicionado diariamente ao meio BMMY metanol absoluto 0,75% e retirado 100 pL
do meio (0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas) para posterior analise em SDS-PAGE. O
sobrenadante foi separado do pellet por centrifugacdo a 21°C, 16000 x g por 5 minutos e
armazenados a -20°C. Foi aplicado no gel de poliacrilamida 20 pL de cada amostra. A
colénia da levedura transformada que mostrou maior produgdo de cada proteina
recombinante foi selecionada para o processo de indu¢cdo em maior volume.

Apoés o teste de expressao em pequena escala e da identificacdo de uma colénia produtora

de cada proteina recombinante sera feito a producdo das mesmas em maior escala.

4.2.18 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para eletroforese em gel de poliacrilamida, as amostras foram retiradas do -20°C e deixadas
em gelo para descongelar. Foi realizado uma solucéo para a eletroforese SDS-PAGE com
20 pL de cada amostra e 10 pL de tampéo de amostra. Em seguida, essas solu¢des foram
incubadas a 100°C por 10 minutos. Foi aplicado no gel de poliacrilamida contendo SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio) 10 uL de cada solugédo e submetido a eletroforese a amperagem
constante de 80 V por aproximadamente 2 horas.

O gel de empilhamento foi composto por Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 10%, acrilamida e bis-
acrilamida (30:8), TEMED e persulfato de aménio 10%. Foi feito o gel de separacdo a 12% e
15% e foi composto por Tris-HCI pH 8,8, SDS 10%, acrilamida e bis-acrilamida (30:8),
TEMED e persulfato de aménio 10%. A eletroforese foi realizada em equipamento Mini
Protean Tetra System (Bio Rad) utilizando tampao de corrida composto por Tris 0,125 M,
glicina 0,96 M, 4gua e SDS 0,1%. A voltagem foi mantida constante a 80 V por tempo

suficiente para separacéo das fracdes proteicas.
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4.2.19 Coloragéo dos géis de poliacrilamida com Coomassie ® Brilliant Blue R 250

Apoés a eletroforese os géis foram corados com solugdo corante com Coomassie Blue
(Coomassie Brilliant Blue R 250 (Bio Rad), etanol 100%, acido acético e agua q.s.p. 800 mL)
overnight. No dia seguinte, os géis foram descorados com solucdo descorante (Acido

acético e etanol 100%) até apresentarem coloracdo apenas nas proteinas.

4.2.20 Deteccdao das proteinas recombinantes por Western blotting

Apoés a separacdo das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida, as mesmas
foram transferidas para a membrana de nitrocelulose (Bio-Rad). A transferéncia foi realizada
em equipamento Mini Protean Tetra System (Bio Rad) utilizando tamp&o de transferéncia
(2,5 g de Tris, 4,13 g de glicina, 165 mL de metanol e 810 mL de agua). A amperagem foi
mantida constante a 150 mA por aproximadamente 2 horas. Apdés a transferéncia, a
membrana foi bloqueada por 1 hora com solu¢cdo de bloqueio composta por TBS (Tris
Buffered Saline) e leite em p6 desnatado 5% para saturacdo dos sitios inespecificos. Em
seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS sob agitacdo por 5 minutos. A membrana
foi incubada a 4°C com o anticorpo primario diluido em TBS overnight. No dia seguinte, a
membrana foi lavada novamente 3 vezes com TBS sob agitacdo por 5 minutos. Para
deteccdo do complexo antigeno anticorpo, a membrana foi incubada por 1 hora e 30
minutos com o anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (AP) diluido em TBS.
Realizou-se a ultima lavagem com TBS 3 vezes sob agitacdo por 5 minutos e por fim, foi
adicionado a Solugdo Reveladora BCIP/NBT Solution, premixed (Sigma-Aldrich) que

contém o substrato da enzima.

Anticorpo Diluicéo Marca
Anti-gp120 (Mouse) 1:1300 Abcam
Anti-mouse conjugado com AP 1:5000 Bio-Rad

Tabela 3 - Diluicdo dos anticorpos utilizados no Western Blotting
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4.2.21 Purificagdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

A purificagdo foi realizada por cromatografia de afinidade em uma coluna de resina
carregada com niquel HisTrap™ HP 1 mL (GE Healthcare), onde as proteinas ficam
aderidas a coluna pela cauda de histidina por afinidade quimica. Inicialmente a coluna foi
equilibrada com solucdo tampédo (Tris 100 mM, NaCl 100 mM, NaH,PO,; 17,4 mM). Em
seguida, 5 mL da amostra filtrada do sobrenadante da inducdo de 144 horas em Pichia
pastoris foi colocada na coluna e uma lavagem com a solugédo tampéo foi realizada para
retirar o que ndo se ligou a coluna. Uma segunda lavagem com solug&o de Imidazol 5 mM
(Tris 100 mM, NaCl 100 mM, NaH,PO, 17,4 mM, Imidazol 5 mM) foi feita para retirar as
proteinas que se ligaram fracamente a coluna. Para coletar a proteina recombinante a
eluicdo foi realizada com uma solugéo de imidazol 250 mM (Tris 100 mM, NaCl 100 mM,
NaH,PO, 17,4 mM, Imidazol 250 mM). O imidazol compete com a histidina pelo niquel,

fazendo com que a proteina seja solta da coluna.

4.2.22 Deteccéo das proteinas recombinantes por Dot Blotting
Um Dot Blotting foi realizado para detectar a proteina no sobrenadante produzido apos a

inducdo (antes da purificagdo). Para isso foram utilizados os anticorpos identificados na

tabela 4.
Anticorpo Diluicéo Marca
Anti-gp120 (Mouse) 1:500 Abcam
Anti-gp41 (Mouse) 1:500 Abcam
Anti-mouse conjugado com AP 1:5000 Bio-Rad

Tabela 4 - Diluicdo dos anticorpos utilizados no Dot Blotting

O Dot Blotting foi realizado em uma membrana de nitrocelulose 0,45 ym (BioRad), onde com
o auxilio de um lapis marcou-se duas regides onde seria feito o blot. Nessas regides foram

pipetados 15 pL do sobrenadante de 144 horas da indugdo em Pichia pastoris e 15 pL da
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fracdo com a proteina purificada. Em seguida, esperou-se a membrana secar e foi realizado
0 bloqueio dos sitios ndo especificos com leite em pd desnatado 5% diluido com TBS-T
(0,05% Tween 20 em TBS) por cerca de 1 hora. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada
com TBS-T 3 vezes e em seguida, incubada com o anticorpo primario dissolvido em TBS por
30 minutos a temperatura ambiente. Novamente, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-
T e foi incubada com o anticorpo secundério anti-mouse conjugado com fosfatase alcalina
(AP) por 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim, realizou-se mais 3 lavagens com TBS-
T e a revelagéo foi feita com a Solucdo Reveladora BCIP/NBT Solution, premixed (Sigma-

Aldrich) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Da clonagem no sistema de expresséo procarioto E. coli

5.1.1 Clonagem dos fragmentos génicos codificantes das proteinas gp41 e gp120 em
vetor pET28a

As amplificacdes das sequéncias génicas codificadoras das proteinas gp41 e gp120 foram
realizadas com primers especificos (tabela 1) e o resultado das reacdes esta mostrado na
figura 11. Observa-se nas colunas 1 e 2 que houve amplificagcdo do fragmento com tamanho
esperado de cerca de 591 pb do gene codificante da proteina gp4l. A temperatura de
anelamento para esse fragmento, 54°C, foi eficiente visto que houve a amplificacdo do gene
de interesse nas duas concentracfes de DNA molde testadas.

Nas colunas 3 e 4 podemos observar que houve a amplificacdo do fragmento de
aproximadamente 1434 pb do gene da proteina gp120. Para este fragmento, a temperatura
de anelamento foi 53°C, mostrando-se eficiente para amplificacdo do gene de interesse nas
duas concentragfes testadas. O vetor pAbT4674 foi usado como DNA molde para as

amplificacdes citadas.
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Figura 11 - Foto do gel de Agarose 1% corado com Gel Red mostrando a amplificacdo do fragmento
de gp41l (591pb) a 54°C (Amostras 1 e 2) e da gp 120 (1434 pb) a 53°C (Amostras 3 e 4) a partir do
vetor pAbT4674 (ATCC). M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb Ladder (Thermo Scientific);
C1: Controle negativo gp41; 1: Amostra gp41 (78 ng/uL); 2: Amostra gp41 (7,8 ng/uL); C2: Controle
negativo gp120; 3: Amostra gp120 (95,6 ng/uL); 4: Amostra gp120 (9,56 ng/uL).

As reacOes de amplificacdo dos fragmentos génicos de interesse foram reunidas e
purificadas. Realizou-se a reacado de restricdo do vetor de expressao e os DNA de interesse
foram purificados do gel para que pudesse ocorrer a reacdo de ligacdo com o vetor
pET28a. ApGs a reacdo de ligacdo, os plasmideos recombinantes foram utilizados para
transformar bactérias de E. coli da linhagem DH10B. As bactérias transformadas foram
semeadas em meio LB agar com o antibiético kanamicina. A clonagem e geracdo dos
plasmideos recombinantes pET28 gp4l e pET28_ gpl20 foram confirmados por PCR de
colénia (Figura 12 e 13). Observa-se na figura 11 amplificacdo de DNA provenientes de

colénias recombinantes que receberam o gene da gp41. O tamanho do inserto esperado é

de 591pb e apenas uma colbnia ndo teve a amplificacdo esperada.
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Figura 12 - Foto do gel de agarose 1% corado com Gel Red mostrando a amplificacdo de DNA
proveniente de colénias recombinantes que receberam o gene da gp4l. M: Marcador de peso
molecular GeneRuler 1Kb Ladder (Thermo Scientific); C: Controle negativo; Resultado das reac¢des
de PCR direto das colbnias 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7: colbnias recombinantes; Col6nia 8: coldnia sem a

amplificacéo esperada.

Na figura 13, observa-se a amplificacdo de DNA provenientes de colbnias recombinantes
gue receberam o gene da gpl120. O tamanho do inserto esperado é de 1434 pb e apenas

uma colonia ndo teve a amplificagéo esperada.

1500 pb
1000 pb

Figura 13 - Foto do gel de agarose 1% corado com GelRed mostrando a amplificacdo de DNA
provenientes de col6nias recombinantes que receberam o gene da gpl20. M: Marcador de peso
molecular GeneRuler 1Kb Ladder (Thermo Scientific); C: Controle negativo; Resultado das reacdes
de PCR direto das colbnias 1, 3 , 4 e 5: coldnias recombinantes; Col6nia 2: colénia sem a

amplificacdo esperada.

Desse modo, com a confirmacgédo das colénias recombinantes através da PCR de coldnia

pode-se dar continuidade aos experimentos.
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5.1.2 Andlise do Sequenciamento

Apds a construcdo dos plasmideos recombinantes, os mesmos foram sequenciados via

método de Sanger (Sanger et al. 1977). Foram usadas as plataformas BLAST e Bioedit para

analises dos sequenciamentos. A tabela 5 mostra a identidade da proteina recombinante

gp41 comparada com a sequéncia de referéncia através da plataforma BLAST.

Proteina Identidade

gp41l

99%

Tabela 5 - Identidade da proteina gp41.
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Figura 14 - Andlise dos amino&cidos da proteina recombinante gp41. A caixa vermelha indica os

sitios de restricdo das enzimas Ncol e Xhol, que foram inseridos pelos primers, forward e reverse,

respectivamente. As setas em preto indicam as regides dos primers. A caixa azul mostra a cauda de

histidina, em laranja os aminoéacidos que foram trocados e o asterisco indica o stop cédon.

Através da andlise do sequenciamento pela plataforma BLAST do gene codificante para

proteina gp41 observa-se que houve a troca de 3 nucleotideos nas posicfes 295, 299 e 533,

apresentando assim identidade de 99% com a proteina gp41 (Tabela 5). Apés a tradugéo do
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gene da proteina gp41 recombinante através do programa Bioedit (Figura 14) foi identificado
a troca de 3 aminoacidos, resultante da troca dos 3 nucleotideos. Os amino&cidos trocados
foram histidina (H) por asparagina (N) na posicdo 295, treonina (T) por metionina (M) na
posicdo 299 e isoleucina (I) por valina (V) na posicdo 533. Desse modo, a proteina
recombinante gp41 mostrou 99% de identidade com a proteina gp41 do HIV-1. Portanto, a
conclusdo que se pode chegar dos resultados do sequenciamento é que a proteina
recombinante gp41 foi clonada no vetor pET28a.

O gene da proteina gpl120 também foi clonado no vetor pET28a, porém sendo o gene da
proteina gp120 muito extenso (1434 pb) ndo foi possivel identificar por completo a parte
intermediaria da sequéncia. Foram realizados varios sequenciamentos para tentar identificar
melhor tal parte, contudo a técnica utilizada permite o sequenciamento de aproximadamente
700 nucleotideos consecutivos (BROWN, 2003). O que podemos concluir desse
sequenciamento € que o gene da gpl20 foi clonado no vetor pET28a, visto que quando
analisada pelo programa Bioedit observa-se tanto no inicio quanto no final da sequéncia os
sitios de restricdo das enzimas que foram inseridos nos primers e a cauda de histidina
presente no vetor no final da sequéncia. Neste caso, para identificagdo da parte

intermediaria seria necessario desenhar primers especificos para essa regiao.

5.1.3 Andlise da Expressao das proteinas recombinantes gp4l e gp120 em
BL21(DE3)pLYSs

Apos a confirmagdo por sequenciamento que os fragmentos de interesse estavam clonados
no vetor pET28a, células de BL21(DE3)pLYSs foram transformadas com estes plasmideos
recombinantes e a expresséao foi induzida com IPTG a 37°C. Aliquotas ap6s 4 horas ou 8

horas da inducao foram retiradas para posterior analise em SDS-PAGE (Figura 15 e 16).
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Figura 15 - Gel de poliacrilamida 15% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas nas
aliquotas ap0s 4 horas da inducao da BL21(DE3)pLYSs_pET28a_gp41l a 37°C. M: Marcador de peso
molecular Protein Molecular Weight Standards (Life Technologies). A direita encontram-se as
proteinas presentes na frac@o sollvel e a esquerda encontram-se as presentes na fragéo insoltvel.

Inducdo com concentracdes distintas de IPTG demonstradas na imagem.
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Figura 16 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas nas
aliquotas apds 4 horas da inducdo da BL21(DE3)pLYSs pET28a_gpl20 a 37°C. M: Marcador de
peso molecular Protein Molecular Weight Standards (Life Technologies). A direita encontram-se as
proteinas presentes na fracéo insolivel e a esquerda encontram-se as presentes na fragdo solivel.

Indug&o com concentracgfes distintas de IPTG demonstradas na imagem.

Segundo Kaur (2018), as concentracfes de IPTG de 0 a 1 mM ndo afetam a taxa de

crescimento da E. coli, por isso essas concentra¢des foram escolhidas.
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Nas imagens acima (figuras 15 e 16) pode-se observar que as bactérias BL21(DE3)pLYSs
com o vetor recombinante pET28a ndo foram capazes de produzir as proteinas gp4l e
gpl120 a 37°C, como esperado, mesmo testando varias concentracdes de IPTG. Varios
fatores podem afetar a producdo da proteina recombinante, bem como temperatura de
inducéo, concentracdo do indutor IPTG, densidade 6ptica, entre outros. Dessa forma, para
tentar otimizar a expressao das proteinas foram testadas outras temperaturas de cultivo
apos inducdo. Sabe-se que temperaturas mais baixas tendem a diminuir a formacgéo de
corpos de inclusdo (KAUR, 2018). Testou-se as temperaturas 30°C e 25°C, porém apés
andlise dos géis por SDS-PAGE (dados ndo mostrados) ndo foi visualizado nenhum
aumento na faixa de massa molecular de expressédo esperado de 22 kDa e 53 kDa para as

proteinas recombinantes gp41 e gpl120 respectivamente.

5.1.4 Estudo de codons raros

AplOs tentar sem sucesso expressar as proteinas em linhagem BL21(DE3)pLYSs foi
realizado um estudo sobre cédons raros presentes nas sequéncias de interesse. Para
identificar e quantificar os c6dons raros nas sequéncias gp4l e gpl20 foi utilizado a
ferramenta disponivel em http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html (by Edmund Ng/
UCLA). Na figura 17 estao destacado os cédons raros presentes na sequéncia gp4l e na

tabela 6 € mostrada a porcentagem de cddons raros na mesma.

Amino
h Rare Codon
Acid gp41
,W' ATG GGC GCA GCC TCA ATG ACG CTG ACG GTA CAG GCC AGA CAA TTA TTG TCT GGT
Arginine ,ﬁ[ GTG CAG CAG CAG AAC AATTTG CTG AGG GCT ATT GAG GCG CAMA CAG CAT CTG
TTG CAACTC ACA GTC TGG GGC ATC AAG CAG CTC CAG GCA AGA ATC CTG GCT GTG
AGA [ GAM AGA TAC AAG GAT CAA CAG CTC CTG ATT TGG GGT TGC TCT GGA AAA
. |GGA | CTC ATT TGC ACC ACT GCT GTG CCT TGG AAT GCT AGT TGG AGT AAT AAATCT CTG
Glycine ,7[ GAd CAG ATT TGG AAT AAC ATG ACC TGG ATG GAG TGG GAC AGA GAs ATT AAC AAT

lIsoleucine | [ TAC ACA AGC TTA CAC TCC TTAATT GAMA GAA TCG CAA AAC CAG CAA GAA AAG AAT
. GAM CAA GAATTATTG GAA TTA GAT AAA TGG GCAAGT TTGTGG AAT TGG TTT AAC
|Leucine | |[ ACA AAT TGG CTG TGG TAT AMATTATTC ATG GTA GGA GGC TTG GTA
|

|Proline || GGT TTA AGA GTTTTT GCT GTACTT TCT GTA GTG AAT AGA GTT AGG CAG GGA
[Threonine [[ACG TAT TCACCA TTA TCG TTT CAG ACC CAC CTC CCA ACC CCG AGG GGA

Figura 17 - Localizagc&o dos cédons raros presentes na sequéncia gp41 em colorido. Ao lado, a

legenda de cada cor correspondente a tais codons.


http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
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Frequéncia
Cédon N° de ocorréncia N° de coédons % de codons de codons
Aminoacido | Raro em de cédons raros referente ao raros na raros a cada
E. coli na sequéncia aminoacidos na | sequéncia 1000 cédons
gp4l sequéncia gp41 gp4l em E. coli*
CGA 0 - 3,1
CGG 0 - 4.6
Arginina 9
AGG 3 vezes 33,3% 1,4
AGA 6 vezes 66,6% 2,1
Glicina GGA 4 vezes 36,3% 7,0
11
GGG 1vez 9,09% 9,7
Isoleucina AUA 7 vezes 14 50% 41
Leucina CUA 1vez 29 3,44% 3,2
Prolina CCcC 0 - - 4.3
Treonina ACG 2 vezes 10 20% 1,4

Tabela 6 - Frequéncia de cédons raros na sequéncia gp41. *Frequéncia de cddons (KANE,1995;

SHARP, P. M. & LI, W., 1986).

Com o estudo de cddons raros para a proteina gp4l pode-se observar, por exemplo, que

dos 29 codons que codificam para leucina presentes na sequéncia, apenas 1 deles, o que

equivale a 3,44% dos codons de leucina, é considerado raro (CUA). Segundo Kane (1995),

a frequéncia de codons raros a cada 1000 codons em E. coli é de 3,2 para leucina. Desse

modo, a porcentagem 3,44 é superior a frequéncia identificada por Kane. Aplicando essa

explicagdo para os outros cddons raros presentes nessa sequéncia, observamos que todas

as porcentagens sao superiores aos valores das frequéncia a cada 1000 coédons, o que

indica que os codons raros estdo em numero significativo na sequéncia gp4l e,
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consequentemente o sistema de expressdo procaridtico pode ndo estar produzindo a

sequéncia devido a esse fator: a presenca de muitos codons raros.

Na figura 18 estdo destacado os cdédons raros presentes na sequéncia gpl20 e na tabela 7

€ mostrada a porcentagem de cédons raros na mesma.

i:l:i':‘u |Rara Codon -
|
_ |cce
Arginine 166
| [aGA
.. [ceA
|Glycne |
|I5c:leucir|e | !
[Leucine |
|Prohnr: |
[Threonine [ACG

gp120

TTG TGG GTC ACA GTC TAT TAT GTACCT GTG TGG AAG GAA GCA ACC ACC ACT
TTT TGT GCATCA GAT GCT AdA GCA TAT GAT ACA GAG GTA CAT AAT GTT TGG GCC
ACA CAT GCC TGT GTA ACAGAC AAC CCACAA GAA GTA GTATTG GTA AAT
GTG ACAGAAAAT TTT AAC ATG TGG AAA AAT GAC ATG GTA GAA CAG ATG CAT GAG GAT
ATC AGT TTA TGG GAT CAA AGC AMG CCATGET GTA AAA TTAACC CCACTCTGT
GTT AGT TTA AAG TGC ACT GAT TTG AAG AAT GAT ACT AAT ACC AAT AGT AGT AGC
AGAATG ATG GAG AMA GGA GAG AAAPAAC TGC TCT TTC AAT ATC AGC ACA
AGC AGA GGT AAG GTG CAG AAL GAA TAT GCA TTT TTT TAT AAACTT GAT
CCA GAT AAT GAT ACT ACC AGC TAT AAG TTG ACA AGT TGT AAC ACCTCA GTC
ATT ACACAG GCC TGT CCAAAG GTATCC TTT GAG CCA ATT CAT TAT TGT GCC
CCGGCTGGTTTT GCG ATT ABATGT AAT AAT AAG ACG TTC AAT GGA ACA GGA
CCATGT ACA AAT GTC AGC ACA GTA CAA TGT ACA CAT GGA ATT AGG CCAGTA GTA
TCAACT CAA CTG CTG TTA AAT GGC AGT GCAGAA GAA GAG GTAGTA ATT AGA
TCT GTC AAT TTC ACG GAC AAT GCT AAA ACC GTACAG CTG AAC ACA TCT
GTA GAM ATT AAT TGT ACA AGA AAC AAC AAT ACA AGA AAN AGA ATC CGT ATC
CAG AGA GGA CCA AGAGCATTT GTT ACA GGA AAL GGA AAT ATG AGA
CAA GCACAT TGT AAC ATT AGT AGA GCA AAA TGGE AAT AAC ACT TTA AAA CAG
GCT AGC AAA TTA AGA GAA CAATTT GGA AAT AAT AAM ACA ATCTTT AAG CAATCC
TCA GGA GAC CCAGAAATT GTA ACG CAC AGT TTT AAT TGT GGA GAATTT
TTC TAC TGT AAT TCAACA CAA CTG TTT AAT AGT ACT TGG TTT AAT AGT ACT TGG AGT
ACT GAA TCAAAT AAC ACT GAA GGA AGT GAC ACA ATC ACCCTC CCATGC AGA
MRS CAS ATT AAC ATG TGG CAG AAA GTA GGA AAA GCA ATG TAT GCC CCT
ATC AGT GGA CAA ATT AGA TGT TCA TCA AAT ATT ACA CTG TTA ACA
AGA GAT GGT GGT AAT AGC AAC AAT GAG TCC GAG ATC TTC AGA CCT GGA GGA GGA
GAT ATG AGG GAC AAT TGG AGA AGT GAA TTA TAT AAA TAT AAL GTA GTAAAAATT GAA
CCATTA GGA GTA GCA ACC AAG GCA AAG AGA AGA GTG GTG CAG AGA GAA AL
AGA

Figura 18 - Localiza¢@o dos cddons raros presentes na sequéncia gp120 em colorido. Ao lado, a legenda

de cada cor correspondente a tais codons.

N° de cédons % de Frequéncia
Cédon N° ocorréncia de referente ao cédons de coédons
Aminoéacido | Raro em | cédons raros na aminoacido na raros na raros a cada
E. coli | sequénciagpl20 | sequénciagpl20 | sequéncia | 1000 cédons
gp120 em E. coli*
CGA 0 - 3,1
Arginina
AGG 2 vezes 9,09% 1,4
AGA 20 vezes 90,9% 2,1
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Glicina GGA 17 vezes 68% 7,0
25

GGG 7 vezes 28% 9,7

Isoleucina AUA 16 vezes 32 50% 41

Leucina CUA 5 vezes 27 18,5% 3,2

Prolina CCC 6 vezes 22 27,2% 4,3

Treonina ACG 3 vezes 31 7,14% 1,4

Tabela 7 - Frequéncia de cédons raros na sequéncia gp120. *Frequéncia de cédons (KANE,1995;
SHARP, P. M. & LI, W., 1986).

A mesma linha de raciocinio aplicada na sequéncia gp41 pode ser utilizada para andlise dos
codons raros presentes na sequéncia gpl120. Observando-se as duas Ultimas colunas da
tabela 7 nota-se que a porcentagem de cédons raros na sequéncia é superior a frequéncia
de cddons raros a cada 1000 codons, o que implica na presenga de um numero significativo
de cdédons raros na sequéncia gpl120. Dessa forma, uma possivel explicacdo para que a
bactéria E. coli da linhagem BL21(DE3)pLYSs nado esteja produzindo as proteinas de
interesse seja a presenca de muitos cédons raros nas sequéncias.

A partir da analise de co6dons raros pode-se construir a tabela 8.

Proteina Ne° total de Ne° total de % de codons
codons coédons raros raros
gp4l 197 24 12,1
gpl120 478 76 15,8

Tabela 8 - Estudo de cédons raros

De acordo com a tabela 7, o gene das proteinas recombinantes gp41 e gp120 apresentaram

respectivamente 12,1% e 15,8% de cédons raros para E. coli. Os principais cédons raros

para E. coli estdo exemplificados nas tabelas 5 e 6 (KANE, 1995; MAKRIDES, 1996;
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SHARP, P. M. & LI, W., 1986). A presenca de cédons raros pode limitar a producdo das
proteinas devido ao baixo nimero de RNAt para esses coédons presentes na E. coli e
resultar em uma baixa producéo da proteina heteréloga (KANE, 1995; SORENSEN, 2005).
Quando h& na sequéncia um agrupamento de cddons raros, ou seja, codons raros
consecutivos, erros de traducdo podem ocorrer, como por exemplo, substituicdes de
aminodcidos sem traducdo ou terminacdo da traducdo prematuramente (SORENSEN,
2005).

Dessa maneira, para tentar solucionar o problema dos cédons raros optou-se pela estratégia

de mudanca de linhagem bacteriana para uma que codifique os codons raros.

5.1.5 Andlise da Expressdo das proteinas recombinantes gp4l e gpl20 em
Rosetta(DE3)

A linhagem escolhida foi a Rosetta (DE3). Existem outras linhagens de E. coli que codificam
cbddons raros como a linhagem BL21-CodonPlus, porém trabalhos anteriores mostraram que
ndo foi possivel produzir as proteinas nesta linhagem (DAVI, 2015).

Os plasmideos recombinantes pET28a_gp4l e pET28a_gp120 foram extraidos da linhagem
BL21(DE3)pLYSs e inseridos por transformacdo na Rosetta(DE3). Para confirmagéo da

transformacéo foi realizada uma PCR de colonia (Figura 19).

M C1 1 M Cc2 2

1500 pb

1000 pb 750 ph

500 pb

Figura 19 - Gel de agarose 1% corado com Gel Red mostrando a confirmacéo da transformacéo das
bactérias com a presenca dos plasmideos pET28a gp4l e pET28a 120 em Rosetta(DES3).

Amplificacdo por PCR de colénia. M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb Ladder (Thermo
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Scientific); C1: Controle negativo da gpl120; 1: colénia recombinante gp120 (1434pb); C2: Controle
negativo da g41; 2: colénia recombinante gp41(591pb).

Apds a confirmacdo da transformacdo foi feito a expressdo das proteinas conforme a
descricdo no item 4.2.16. Foram testadas concentracdes crescentes de IPTG: sem IPTG,
0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM. Aliquotas de 1mL foram retiradas apds 4 e 8 horas de indu¢do. Em
seguida, essas aliquotas foram ressuspendidas em tampédo de SDS-PAGE e aplicadas em
gel de poliacrilamida. As massas moleculares esperadas sédo de aproximadamente 22 kDa
para gp4l e 53 kDa para gpl20. A expressdo apos 4 horas de indugcdo das bactérias
Rosetta(DE3) pET28a_gp41l a 37°C esta exemplificada na figura 20. Na figura 21 tem-se as

aliquotas de 4 horas ap6és a inducédo de Rosetta(DE3) pET28a_gp120.

Insolavel Soltvel

Figura 20 - Gel de poliacrilamida 15% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas nas
aliquotas apés 4 horas da indugdo da Rosetta(DE3)_pET28a_gp4l a 37°C. M: Marcador de peso
molecular Protein Molecular Weight Standards(Life Technologies). A direita encontram-se as
proteinas presentes na fracdo sollvel e a esquerda encontram-se as presentes na fragcdo insolavel.

Indugdo com concentragdes distintas de IPTG demonstradas na imagem.
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Insoltvel Soluvel

PSS
Figura 21 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas nas
aliquotas ap0s 4 horas da inducdo da Rosetta(DE3)_pET28a_gpl120 a 37°C. M: Marcador de peso
molecular Protein Molecular Weight Standards (Life Technologies). A direita encontram-se as
proteinas presentes na fragédo sollvel e a esquerda encontram-se as presentes na fragcdo insolavel.

Indug&o com concentragdes distintas de IPTG demonstradas na imagem.

Bem como as bactérias da linhagem BL21(DE3)pLYSs, as bactérias da linhagem
Rosetta(DE3) com os vetores recombinantes ndo foram capazes de produzir as proteinas
gp41 e gpl20 a 37°C como mostram as figuras 20 e 21. Outras temperaturas, como 30°C,
25°C e 20°C, foram testadas a fim de tentar otimizar o processo de inducao, porém apos
analise dos géis por SDS-PAGE (dados ndo mostrados) nao foi visualizado nenhum
aumento de expressdao com a massa molecular esperada. Mesmo ndo sendo possivel a
visualizacdo de um aumento de expressao significativo foi realizado um Western Blotting na
tentativa de deteccdo da proteina recombinante gpl20, mesmo que em pequenas
guantidades. O Western foi realizado com anticorpo especifico (tabela 2), entretanto
nenhuma marcagdo pode ser visualizada, o que indica que a proteina ndo estava sendo
expressa.

Uma possivel explicagdo para isso € que as sequéncias das proteinas gp4l e gpl20
possuem muitos nucleotideos C-G. A E. coli possui RNAt preferenciais para codons que néo

tenham nucleotideos C e G. Dessa forma, a presenca de cédons raros juntamente com a
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presenca de muitos nucleotideos C-G atrapalham a expressdo das proteinas. Uma
alternativa para isso seria utilizar a linhagem bacteriana CodonPlus-RP que ¢é indicada para
sequéncias que possuem uma grande quantidade de C-G. Uma outra estratégia seria fazer
a otimizacdo de codons, pois os cddons raros seriam trocados por codons preferenciais pela
E. coli e também seria otimizado a presenca de C-G diminuindo assim seu contetdo (KAUR,
2018). As sequéncias de interesse das proteinas gp4l e gpl20 nado foram otimizadas
previamente, pois elas ndo foram sintetizadas e sim extraidas do vetor pABT4674 (Figura 8).
Possivelmente, devido a esse fato a expressdo dessas proteinas apresentou-se
insatisfatéria no sistema procarioto.

Uma outra hipotese para a ndo producdo das proteinas recombinantes € que as proteinas
estariam sendo degradadas por proteases do hospedeiro devido a falta de enovelamento
correto ou o término da tradugéo antecipadamente. Esse mecanismo é utilizado pela E. coli
com a finalidade de ndo haver acumulo dessas proteinas mal dobradas (BAYNEX &
MUJACIC, 2004).

Em vista disso, optou-se pela troca do sistema de expressdo procarioto E. coli para o

sistema de expresséo eucarioto Pichia pastoris.

5.2 Da clonagem no Sistema de expressao eucarioto P. pastoris

5.2.1 Clonagem dos fragmentos génicos codificantes das proteinas gp41 e gp120 em
vetor pPICZaA

As amplificacdes das sequéncias génicas codificadoras das proteinas gp41 e gp120 foram
realizadas com primers especificos (tabela 2) e o resultado das reacdes esta mostrado na
figura 22. Observa-se na coluna 1 que houve a amplificagdo do fragmento com tamanho
esperado de cerca de 591 pb do gene da proteina gp4l. Na coluna 2 podemos observar
gue houve a amplificagdo do fragmento de aproximadamente 1449 pb do gene da proteina
gpl120. Para ambos os fragmentos a temperatura de anelamento de 53°C mostrou-se
eficiente, uma vez que houve a amplificacdo dos genes de interesse. As amplificacbes

ocorreram a partir do vetor pABT4674.
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1500 pb

1000 pb—
750 pb—
500 pb—

Figura 22 - Foto do gel de Agarose 1% corado com GelRed mostrando a amplificacdo do fragmento
da gp41 (591pb) a 53°C (Amostra 1) e da gp 120 (1449pb) a 53°C (Amostra 2) a partir do vetor
pAbT4674 (ATCC). M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb Ladder (Thermo Scientific); C1:
Controle negativo gp41; 1: Amostra gp41 (22 ng/uL); C2: Controle negativo gp120; 2: Amostra gp120
(22 ng/pL).

As reacOes de amplificagdo dos fragmentos génicos de interesse foram reunidas e
purificadas. Realizou-se a reacao de restricdo no vetor pPICZaA e os DNA de interesse
foram purificados do gel para que pudesse ocorrer a reagdo de ligagdo no vetor de
expressao. Apos a reacdo de ligacao, os plasmideos recombinantes foram utilizados para
transformar bactérias de E. coli da linhagem DH10B. As bactérias transformadas foram
semeadas em meio LB 4gar low salt com o antibiético zeocina. A clonagem e geracdo dos

plasmideos recombinantes pPICZoA gp41 e pPICZaA gp120 foram confirmados por

restricdo com as enzimas EcoRI e Sall (Figura 23).

4000 pb
3000 pb
2500 pb
2000 pb

Figura 23 - Gel de agarose 1% corado com Gel Red mostrando os fragmentos digeridos pelas
enzimas EcoRI e Sall. M: Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (KASVI). C1 e C2: Controle
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negativo do plasmideo pPICZaA (3593pb) fechado com o gene da gp41 e gp 120, respectivamente.
1: Restricdo do plasmideo com o gene da gp4l (591pb). 2: Restricdo do plasmideo com o gene da
gpl120 (1449pb).

5.2.2 Anélise do Sequenciamento

A andlise do sequenciamento dos genes das proteinas gp4l e gpl20 clonado em vetor
pPICZaA foi realizada usando o programa BLAST e o programa Bioedit. A tabela 9 mostra a
identidade da proteina recombinante gp4l comparada com a sequéncia de referéncia

através da plataforma BLAST.

Proteina Identidade

gp4l 99%

Tabela 9 - Identidade da proteina gp41.

Através da analise do sequenciamento pela plataforma BLAST do gene codificante para
proteina gp4l observa-se que houve a troca de 1 nucleotideo na posicdo 286. Apds a
traducdo do gene da proteina gp41 recombinante usando o programa Bioedit foi identificado
gue o nucleotideo alterado gerou a troca de um aminoacido. O aminoéacido trocado foi
metionina (M) por treonina (T). Dessa forma, a proteina recombinante gp41 mostrou 99% de
identidade com a proteina gp4l do HIV-1. Ainda pela analise realizada pelo Bioedit foi
possivel identificar os sitios de restricdo das enzimas que foram inseridos pelos primers e a
cauda de histidina presente no vetor. Portanto, a conclusdo que se pode chegar dos
resultados desse sequenciamento é que a proteina recombinante gp4l apesar de
apresentar uma mutacao foi clonada no vetor pPICZaA.

Bem como no sequenciamento da gp120 no vetor pET28a, o sequenciamento da gp120 no
vetor pPICZaA também nao possibilitou a identificacdo da parte intermediaria da sequéncia.
O que pode ser identificado nesse sequenciamento é que o sitio da enzima de restricdo
EcoRI estava presente no inicio do sequenciamento seguido do inicio da sequéncia gp120.
No final do sequenciamento s6 pode ser identificado o final da sequéncia gp120, ndo foi

identificado o sitio de restricdo para enzima Sall e nem a cauda de histidina.
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5.2.3 Andlise da Expressdo das proteinas recombinantes gp4l e gpl20
Apos a confirmagéo por sequenciamento que os fragmentos de interesse estavam clonados
no vetor pPICZaoA, coldnias de Pichia pastoris foram transformadas com os plasmideos
recombinantes. Foram escolhidas 5 col6nias recombinantes de cada proteina para
expressao em menor escala. A inducdo da expressao foi feita com metanol a 30°C por 144
horas. Aliquotas diarias de 1 mL foram retiradas para posterior analise em SDS-PAGE. As

figuras 24 e 25 mostram a expressao das col6nias escolhidas apds 144 horas.
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Figura 24 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas presentes
no sobrenadante das coldnias 6, 7, 8, 9 e 10, para o teste de expressdo da gp4l recombinante em
menor escala em Pichia pastoris. M: Marcador de peso molecular Protein Molecular Weight Standards
(Life Technologies).
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Figura 25 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando as proteinas presentes
no sobrenadante das coldnias 6, 7, 8, 9 e 10, para o teste de expressao da gp120 recombinante em
menor escala em Pichia pastoris. M: Marcador de peso molecular Protein Molecular Weight Standards

(Life Technologies).
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A expressdo em menor escala mostrou que é possivel identificar uma banda na colénia 9
com o tamanho esperado de 53 kDa, provavelmente referente a proteina gp120 (Figura 25).
Apesar do peso esperado para proteina gp41l ser de 22 kDa, observa-se no gel (Figura 24),
também na col6nia 9, uma banda com marcacéo fraca um pouco acima de 29 kDa, que
provavelmente é referente a gp4l. Esse resultado indica que a proteina gp4l foi
provavelmente glicosilada pela Pichia pastoris, o0 que é esperado devido a presenca de
sitios de O-glicosilagcao na sequéncia de aminoacidos da gp41.

Podemos observar nos géis acima que a coloragdo com Comassie Blue esta fraca, isso
pode ser devido a baixa quantidade de proteinas presentes nos géis. Dessa forma, tentar
concentrar a amostra e fazer uma coloracdo por prata seria o ideal, visto que a coloragéo

por prata € de 100 a 1000 vezes mais sensivel que Coomassie (WINKLER, 2007).

5.2.4 Purificacdo das proteinas recombinantes gp41 e gp120
ApOs 144h de indugdo, o sobrenadante foi coletado e purificado em uma coluna
cromatogréfica com afinidade a niquel. As fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida
12% (Figuras 26 e 27) e lidas em espectrofotometro a 280 nm. Com essas leituras pode-se
fazer os graficos 1 e 2 (Figuras 27 e 29).
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Figura 26 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando a purificagdo da
proteina recombinante gp41 na fracdo 3. M: Marcador de peso molecular Protein Molecular Weight
Standards (Life Technologies); 144h: aliquota de 144 horas da inducdo; NL: fragcdo nao ligada; L1:
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lavagem 1 com solugdo tampdo; L2: lavagem com solucdo tampdo com 5 mM de imidazol; 2 a 6:

eluicdo das fracdes da purificacdo com 250 mM de imidazol.

Purificacao da proteina recombinante
gp4l

1,5
: N
= 1
&
&2 05
:
2 0
4 { 2 4 =] B 140 12 14 16

0,5

Fragbes

Figura 27 - Gréfico da purificacdo da proteina recombinante gp41, eluicdo da proteina na fragdo 3

com 250 mM de imidazol.
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Figura 28 - Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando a purificacdo da
proteina recombinante gp120 na fragdo 3. M: Marcador de peso molecular Protein Molecular Weight
Standards (Life Technologies); 144h: aliquota de 144 horas da inducéo; NL: fragdo néo ligada; L1:
lavagem 1 com solucdo tampéo; L2: lavagem com solugcdo tamp&o com 5 mM de imidazol; 2 a 6:

eluicdo das fracdes da purificacdo com 250 mM de imidazol.



57

Purificacdo da proteina recombinante
gpl120
E 1=
=
8o
: [\
¢_§ 0.5
s J T
£ 0 s
H 2 4 =] B 10 12 14 16
-0.5 =
Fracoes

Figura 29 - Gréfico da purificac@o da proteina recombinante gp120, elui¢cdo da proteina na fracéo 3

com 250 mM de imidazol.

A purificacdo das proteinas recombinantes gp41l e gpl120 (Figuras 26 e 28) foi realizada,
entretanto ainda pode-se visualizar algumas outras proteinas presentes no gel, mostrando
que a purificacdo ndo foi totalmente eficaz. Mesmo com a presenca de outras proteinas
pode-se visualizar um fragmento com o tamanho esperado de 53 kDa para proteina gp120.
O fragmento da proteina gp41 estd um pouco acima do tamanho de 22 kDa esperado, seu
peso mostra-se perto dos 29 kDa. Como ja dito anteriormente, o peso acima do esperado
pode ser porque provavelmente a proteina gp41 foi glicosilada pela Pichia pastoris, devido a

presenca de sitios para O-glicosilacdo na sequéncia de aminoacidos da gp41.

5.2.5 Deteccgao das proteinas recombinantes por Dot Blotting
Para identificacdo das proteinas foi feito o dot blotting com as fracdes 3 de cada proteina e
com o sobrenadante da inducdo da expressdo de 144 horas. O dot foi realizado com os

anticorpos especificos descritos na tabela 4 e o resultado esta apresentado na figura 30.
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Figura 30 - Dot Blotting do screening das proteinas recombinantes gp41 e gp120.

A aliquota de 144 horas da inducdo da proteina recombinante gp41 foi marcada, porém, na
aliquota de 144 horas da inducdo da proteina recombinante gp120 ndo houve marcacéo.
Uma explicacdo para isso seria a baixa producdo dessa proteina, visto que foi feito a
expressdo em menor escala, o que pode ser confirmado pela fraca marcagédo na fragdo
purificada da gp120. A partir dos resultados demonstrados na figura 30 podemaos confirmar
gue as proteinas recombinantes gp4l e gpl20 foram reconhecidas pelos anticorpos
especificos na fragdo purificada, mostrando assim que ocorreu a producdo das proteinas

recombinantes.

6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que foi possivel a clonagem
dos genes das proteinas gp4l e gp120 do HIV-1 nos vetores de expressao para E. coli e
Pichia pastoris. Entretanto, nas condi¢fes utilizadas nédo foi possivel a expressdo dessas
proteinas em sistema procarioto. Mas, no sistema eucarioto Pichia pastoris foi possivel
identificar as proteinas recombinantes gp4l e gpl20 em teste de expressdo em menor

escala.



7. PERSPECTIVAS FUTURAS
e Desenhar primer para regido intermediaria da gp120 e fazer novo sequenciamento
e Realizar a expressdo das proteinas recombinantes gp41 e gp120 em maior escala
e Otimizar as condicdes de expressao para obter grandes quantidades de proteinas

recombinantes
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