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II. Objectivos
1. Geral

Avaliar, em modelo murino, a imunogenicidade (componente humoral) de uma proteína de fusão, baseada numa das lipoproteínas principais (OprI) da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa, contendo a totalidade da proteína acessória Nef do VIH-1, após indução da sua expressão em Escherichia coli.

2. Específicos

2.1. Clonar o gene nef do VIH-1 no sistema de expressão “transportador-adjuvante” pVUB3, de modo a construir o vector de expressão pVUB3nef8E5.

2.2. Induzir a expressão em E. coli da proteína Nef do VIH-1 como uma proteína de fusão com a lipoproteína OprI da membrana externa de P. aeruginosa.

2.3. Construir o vector de expressão pVUB3nefB-6xHis, induzir a expressão em E. coli da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis e proceder à sua purificação por cromatografia de afinidade com iões metálicos (Ni2+) imobilizados.

2.4. Realizar experiências de imunização em modelo murino com a proteína de fusão OprI-Nef-6xHis e caracterizar a componente humoral da resposta imune anti-Nef através da determinação do título de diluição limite de anticorpos anti-Nef da classe IgG e dos títulos relativos de anticorpos anti-Nef das subclasses IgG1 e IgG2a.

2.5. Estudar o grau de reconhecimento imune de epitopos da proteína Nef, na forma de proteína de fusão OprI-Nef-6xHis, por anticorpos naturais anti-Nef de indivíduos infectados pelo VIH.
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