III. Clonagem de nef em pVUB3

_____________________________________________________________________________________


III. Clonagem Do Gene nef Do Vih-1 No Sistema De Expressão “Transportador-Adjuvante” pVUB3

1. Materiais e métodos

1.1. Materiais

1.1.1. Plasmídios e estirpes de Escherichia coli
O plasmídio pVUB3 (do flamengo Vrije Universiteit Brussel) pertence à série de vectores de expressão pVUB, construídos no Departamento de Imunologia, Parasitologia e Ultraestrutura, Instituto Interuniversitário Flamengo para a Biotecnologia, Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica, e foi gentilmente cedido pelo Dr. Pierre Cornelis. Esta série de plasmídios é baseada na lipoproteína OprI da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa e permite a clonagem e expressão de proteínas de fusão, com consequente translocação e ancoragem à superfície de bactérias Gram-negativas (Cornelis et al., 1996). O vector pVUB3 (Fig. 3) tem 4343 pb de tamanho e foi construído a partir dos plasmídios pVUB2 (Cornelis et al., 1996) e pTrc99A (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia) por Cote-Sierra et al. (1998). O primeiro possui uma cópia modificada do gene oprI de P. aeruginosa PAO1, na qual foi inserido na extremidade 3’ um local de clonagem múltipla de 30 nucleótidos. Muito resumidamente, o plasmídio pVUB2 foi digerido com as endonucleases de restrição NarI e HindIII e um fragmento de 620 pb, contendo o forte promotor híbrido Ptrc, o local de ligação aos ribossomas de lacZ e o gene oprI modificado, foi ligado a um fragmento NarI-HindIII de cerca de 3,7 kpb proveniente do vector pTrc99A, contendo elementos reguladores da expressão proteica (os terminadores da 
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Figura 3. Carta física do plasmídio pVUB3 (4343 pb), com indicação dos sítios de restrição mais relevantes, incluindo os do local de clonagem múltipla inserido na extremidade 3’ do gene oprI (adaptado de Cote-Sierra et al., 1998).

transcrição do operão rrnB), um gene de resistência à ampicilina (ampr), a origem de replicação do plasmídio (a mesma do plasmídio pBR322) e uma cópia truncada na extremidade 3’ do gene lacIq. Esta versão truncada do super-repressor LacIq, consequência da digestão de pTrc99A com NarI, é 28 aminoácidos mais curta que o repressor selvagem, mas conserva intacta a sua função (Cote-Sierra et al., 1998).

O plasmídio pBluescript( II KS+ (Stratagene, E.U.A.), que foi também utilizado neste trabalho, tem, resumidamente, 2961 pb de tamanho, um gene de resistência à ampicilina e a origem de replicação ColE1, o que faz com que seja considerado um bom vector para a clonagem de genes e sua manutenção em elevado número de cópias.

Os plasmídios pVUB3 e pBluescript( II KS+ foram mantidos na estirpe de E. coli JM109 (e14- (mcrA), recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, relA1, ((lac-proAB), (F’ traD36, proAB, lacIq Z(M15((, estirpe sobreprodutora do repressor Lac.

1.1.2. Linhas celulares

A linha celular 8E5/LAV (HIV-1), descrita pela primeira vez por Folks et al. (1986), foi obtida através do Programa da U.E. EVA/MRC Centralised Facility for AIDS Reagents, National Institute for Biological Standards and Control, Reino Unido, tendo sido utilizada neste trabalho já na forma de lisado celular (gentilmente cedido pela Profª Maria Fernanda Barros, Faculdade de Ciências Médicas, Universidade Nova de Lisboa). 8E5/LAV (HIV-1) é uma linha contínua, linfoblastóide, derivada da linha celular CEM (células T humanas, CD4+), que está cronicamente infectada por uma estirpe defectiva de VIH-1 do subtipo B, derivada do isolado LAI, a qual possui uma versão mutante do gene pol, na região da transcriptase reversa (Lightfoote et al., 1986; Gendelman et al., 1987). Cada célula 8E5/LAV (HIV-1) contém uma única cópia do ADN proviral, codificando a síntese constitutiva de partículas virais defectivas.

1.1.3. Meios de cultura

1.1.3.1. Meio líquido

Meio de Luria-Bertani ou LB (Sambrook et al., 1989)

· Triptona


10 g

· Extracto de levedura

  5 g

· NaCl



10 g

· H2O ultrapura q.b. para   1000 ml

1.1.3.2. Meio sólido

O crescimento das estirpes bacterianas em meio sólido foi efectuado em meio de Luria-Bertani adicionado de 15 g de agar, por litro de meio. Sempre que necessário, os antibióticos ampicilina ou cloranfenicol foram adicionados aos meios de crescimento na concentração de 100 (g/ml e de 0,15 (g/ml, respectivamente.

1.1.4. Enzimas

Para a amplificação de ADN pela reacção em cadeia da polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction) foi utilizada a polimerase de ADN termorresistente de Thermus aquaticus, vulgo Taq ADN polimerase (Appligene Oncor, França). Para a hidrólise específica de ADN com endonucleases foram utilizadas as enzimas de restrição EcoRI (Boehringer Mannheim, Alemanha), PvuII (New England Biolabs, E.U.A.), ScaI (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia) e XhoI (Boehringer Mannheim, Alemanha). A desfosforilação de fragmentos lineares de ADN e sua subsequente ligação foram realizadas, respectivamente, com a fosfatase alcalina do intestino de vitela e a ligase de ADN do fago T4, ambas da New England Biolabs (E.U.A.). Para a marcação de uma sonda de ADN com digoxigenina foi utilizada a subunidade Klenow da polimerase de ADN I de E. coli (Boehringer Mannheim, Alemanha). A remoção completa de todo o ARN contaminante durante a extracção e purificação de ADN plasmídico foi realizada com a ribonuclease A (RNase A) de pâncreas bovino (USB, E.U.A.). Todas as enzimas foram utilizadas de acordo com as condições especificadas em Sambrook et al. (1989), Ausubel et al. (1997) e/ou recomendadas pelo respectivo fabricante.

1.1.5. Tampões e outras soluções

Tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50X:

· Tris base

       242 g

· Ácido acético glacial
    57,1 ml

· EDTA 0,5 M, pH 8,0
     100 ml

· H2O ultrapura q.b. para 1000 ml

(ajustar o pH para (8,5)

Tampão de aplicação para electroforese:

· Azul de bromofenol a 0,25% (p/v)

· Sacarose a 40% (p/v)

(em H2O ultrapura)

Tampão Tris-EDTA (TE): 

· Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0

Tampão SSC 20X:

· NaCl 3 M; C6H5O7Na3(2H2O 0,3 M; pH 7,0

Tampão maleico:

· Ácido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M; pH 7,5

Os tampões das enzimas de restrição, da fosfatase alcalina do intestino de vitela, da ligase de ADN do fago T4 e da subunidade Klenow da polimerase de ADN I de E. coli foram os fornecidos pelos respectivos fabricantes.

1.1.6. Marcadores de peso molecular

No decurso deste trabalho foram utilizados os marcadores de peso molecular descritos de seguida:

· ADN do fago ( digerido com BstEII (Appligene Oncor, França) (14 fragmentos: 8453, 7242, 6369, 5687, 4822, 4324, 3675, 2323, 1929, 1371, 1264, 702, 224 e 117 pb(
· Padrão de ADN 100-1500 pb (Promega, E.U.A.) (11 fragmentos: 1500, 1000 a 100, com intervalos de 100 pb(
· Padrão de ADN Leon( (Appligene Oncor, França) (12 fragmentos: 9088, 6400, 4544, 3200, 2272, 1600, 1136, 800, 568, 400, 284 e 200 pb(
A selecção dos marcadores de peso molecular, em cada electroforese, foi realizada de acordo com a gama de tamanhos dos fragmentos de ADN que entram na sua composição e o objectivo específico de cada experiência. A quantidade de ADN total a aplicar no gel de agarose foi decidida de acordo com as especificações do fabricante.

1.2. Métodos

1.2.1. Preparação de material e soluções

O material de plástico não descartável e de vidro utilizado no decurso das experiências foi previamente esterilizado pelo calor húmido (121(C, 1,5 atm., 20 minutos) ou calor seco (180(C, 1,5 horas), respectivamente. Para a preparação de soluções e tampões foi utilizada água ultrapura estéril Reagent Grade da Milli-Q( Ultrapure Systems (Millipore, E.U.A.). Sempre que necessário, as soluções foram esterilizadas por calor húmido (121(C, 1,5 atm., 20 minutos) ou filtração através de filtros de seringa com membrana de acetato de celulose de 0,2 (m de poro (Nalgene, E.U.A.), quando continham na sua composição substâncias termolábeis. Os meios de crescimento bacteriano foram igualmente esterilizados por calor húmido, nas condições referidas antes.

1.2.2. Condições de crescimento bacteriano

Todas as culturas de rotina foram realizadas em meio líquido LB, com arejamento adequado, a 37(C, durante a noite. Para isolamento de clones em placa, foi utilizado o meio sólido LB, sendo as placas incubadas numa estufa a 37(C, também durante a noite. Quando necessário, o antibiótico ampicilina foi adicionado aos meios de crescimento na concentração de 100 (g/ml.

1.2.3. Manutenção de estirpes bacterianas e plasmídios

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho, com ou sem plasmídios, foram mantidas em criotubos de 1,5 ml com tampas de rosca, a -70(C, no respectivo meio de crescimento, ao qual fora adicionado igual volume de uma solução criopreservante de DMSO 10% (v/v)/glicerol 10% (v/v), em água ultrapura estéril. As placas de meio sólido com clones bacterianos em utilização corrente foram mantidas a 4(C. Os plasmídios purificados e outras moléculas de ADN foram mantidos em água ultrapura estéril, a -20(C.

1.2.4. Amplificação de ADN por reacção em cadeia da polimerase (PCR)

O gene nef de VIH-1 foi amplificado por PCR a partir da linha celular 8E5/LAV (HIV-1) com os iniciadores nefA (5’-G GAATTC T ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA-3’) e nefB (5’-G GAATTC T AGT ACT CCG GAT GCA GCT CT-3’). Nos dois iniciadores foram incorporados locais de restrição para EcoRI (a sublinhado), de modo a permitir a clonagem posterior do fragmento de ADN amplificado no sítio EcoRI do local de clonagem múltipla de pVUB3. O resíduo nucleotídico G adicionado a 5’ do sítio de restrição foi introduzido apenas para aumentar a eficiência de hidrólise da enzima e o resíduo nucleotídico T colocado a 3’ foi adicionado, em nefA, para manter a grelha de leitura correcta, após a clonagem, do fragmento de ADN amplificado do gene nef e, em nefB, de forma a criar um codão de terminação imediatamente a jusante da sequência codificante. As sequências específicas para amplificação do gene nef correspondem a regiões representativas do VIH-1 de subtipo B e foram retiradas da base de dados do Los Alamos National Laboratory (Los Alamos, E.U.A.). De realçar que a região amplificada não possui qualquer local interno de reconhecimento para EcoRI. A reacção de PCR foi efectuada num microtubo estéril de 0,5 ml, num volume total de 50 (l, contendo Tris-HCl 10 mM pH 9,0, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, Triton X-100 0,1% (v/v), BSA 0,2 mg/ml, 200 ng de ADN total de lisado da linha celular 8E5/LAV (HIV-1), 5 pmol/(l de cada iniciador, 250 (M de cada desoxirribonucleótido (dNTP) e 1,25 U de Taq ADN polimerase recombinante (Appligene Oncor, França). A mistura de reacção foi coberta com 50 (l de óleo mineral, de modo a prevenir a evaporação da solução durante o processo de amplificação. Após um período inicial de desnaturação a 94(C, durante 8 minutos, a reacção de amplificação decorreu durante 35 ciclos (desnaturação a 94(C durante 45 segundos, hibridação dos iniciadores a 65(C durante 30 segundos e polimerização a 72(C durante 1 minuto), seguidos de uma reacção final de extensão a 72(C durante 7 minutos. No final da reacção, uma alíquota da amostra foi aplicada em gel de agarose a 2%, de modo a verificar a ocorrência de amplificação.

1.2.5. Hidrólise de ADN com endonucleases específicas

As digestões de ADN com enzimas de restrição foram preparadas de acordo com as regras universais descritas por Sambrook et al. (1989) e as recomendações específicas do fabricante de cada enzima. A fim de clonar o gene nef do VIH-1 no vector pVUB3, procedeu-se à digestão com EcoRI, quer do plasmídio, quer do fragmento de ADN amplificado por PCR a partir do ADN total da linha celular 8E5/LAV (HIV-1). As digestões de 5 (g do plasmídio e de cerca de 600 ng de ADN purificado de nef8E5 foram realizadas num volume total de 50 e de 25 (l, respectivamente, com 8 U de enzima no primeiro caso e 5 U no segundo, no tampão apropriado (tampão Sure/Cut H, Boehringer Mannheim, Alemanha), a 37(C, durante 5 horas, seguindo-se a inactivação da enzima pelo calor (65(C, durante 20 minutos), de acordo com as especificações do fabricante. No caso da hidrólise do plasmídio pVUB3, uma alíquota da mistura de digestão foi aplicada em gel de agarose a 2%, com uma amostra do plasmídio não digerido como controlo, de modo a verificar-se se a digestão tinha sido completa. Realizaram-se ainda experiências de digestão de ADN plasmídico para confirmação de clonagens (por análise dos perfis de restrição) com as enzimas EcoRI, PvuII, ScaI e XhoI (5-8 U), em volumes de reacção de 25 (l, nos respectivos tampões de reacção fornecidos pelo fabricante da enzima. Estas digestões decorreram a 37(C, durante 3 horas.

1.2.6. Separação de fragmentos de ADN em campo eléctrico (electroforese em gel de agarose)

A separação de fragmentos de ADN em gel de agarose, com base nas suas diferenças de mobilidade quando submetidos a um campo eléctrico, foi realizada por diversas vezes no decurso deste trabalho, com um dos seguintes objectivos: resolução de uma mistura complexa de fragmentos de ADN resultantes de uma digestão com enzimas de restrição, purificação de fragmentos específicos e estimativa de concentrações de fragmentos de ADN por comparação com marcadores de peso molecular. De acordo com o tamanho dos fragmentos de ADN a separar e com a resolução pretendida, assim variou a concentração dos géis de agarose utilizados. No entanto, e na maioria das experiências, foram utilizados géis de agarose (Agarose MP, Boehringer Mannheim, Alemanha) de 1,2 a 2,0%, em tampão TAE 0,5X, tampão no qual decorria também a electroforese. A voltagem seleccionada dependia da experiência, estando normalmente compreendida entre os 60 e os 90 V. Em geral, não se ultrapassou o limite máximo de 90 V para minigéis, de modo a não ocorrer sobreaquecimento do sistema. Todos os géis de agarose continham brometo de etídeo na concentração de 0,5 (g/ml, de modo a permitir a visualização do ADN no final da migração, após irradiação do gel por uma fonte de radiação ultravioleta ((=254 nm). Antes da colocação nos poços do gel, as amostras de ADN eram misturadas com cerca de 1/10 do seu volume de tampão de aplicação. Paralelamente às amostras, eram aplicadas misturas de fragmentos de ADN de pesos moleculares conhecidos (marcadores de peso molecular), de origem comercial, seleccionados, em cada caso, conforme a gama teórica de tamanhos de fragmentos de ADN a observar após a separação electroforética.

1.2.7. Recuperação e purificação de fragmentos de ADN

A purificação de fragmentos lineares de ADN foi realizada com o kit Wizard( DNA Clean-Up System (Promega, E.U.A.), directamente do produto de amplificação por PCR ou a partir de gel de agarose, após separação electroforética. Neste caso, os fragmentos pretendidos foram identificados rapidamente por comparação da sua mobilidade com a de padrões de peso molecular adequados. Com um bisturi, cortaram-se as tiras de gel contendo os fragmentos pretendidos e colocaram-se em microtubos estéreis de polipropileno de 1,5-2,0 ml. Seguindo o protocolo do kit, o gel foi dissolvido a 56(C, na presença de uma resina (Wizard( DNA Clean-Up Resin), libertando o ADN. Posteriormente, a purificação do ADN foi conseguida pela sua ligação preferencial aos componentes de uma minicoluna cromatográfica, o que resultou na separação de eventuais contaminantes (enzimas, fragmentos de ADN de tamanho inferior a 175 pb, nucleótidos e sais). A lavagem do ADN adsorvido à minicoluna foi efectuada com isopropanol a 80% (v/v) e a sua eluição foi realizada com água ultrapura estéril pré-aquecida a 68(C. O ADN eluído foi guardado a -20(C até ser utilizado.

1.2.8. Desfosforilação de fragmentos lineares de ADN

De modo a prevenir a recircularização, durante a reacção de ligação, do vector pVUB3 linearizado, procedeu-se à desfosforilação das suas extremidades 5’-Pi com a fosfatase alcalina do intestino de vitela (New England Biolabs, E.U.A.). A reacção decorreu num volume total de 22 (l e o ADN a desfosforilar (40 ng), previamente purificado, foi ressuspendido em tampão NEBuffer#3 1X (Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, pH 7,9(, ao qual foi adicionada a enzima para uma concentração final de 1 U/pmol de extremidades de ADN. Previamente, tinha sido calculado que nas circunstâncias desta reacção (i.e. 40 ng de um plasmídio linearizado de 4343 pb) havia aproximadamente 0,03 pmol de extremidades de ADN*. A mistura de reacção foi incubada a 37(C, durante 1 hora, seguindo-se a paragem da reacção por inactivação da enzima. Para tal, adicionou-se EDTA, pH 8,0, para uma concentração final de 5 mM e procedeu-se ao aquecimento da mistura a 75(C, durante 10 minutos.

*(2x106 X quantidade de ADN ((g) = 660 X tamanho (pb) X pmol de extremidades de ADN(
1.2.9. Ligação de fragmentos de ADN

A ligação dos fragmentos de ADN foi realizada recorrendo à actividade da ligase de ADN do fago T4 (New England Biolabs, E.U.A.). Para a preparação da mistura de ligação, utilizou-se cerca de 40 ng de ADN do vector pVUB3 linearizado com EcoRI e purificado. A quantidade teórica de ADN a utilizar para o fragmento a clonar (nef8E5) foi calculada de modo a manter aproximadamente constante a relação “massa de ADN (ng)/tamanho do fragmento (pb)”, calculada anteriormente para o vector e, deste modo, aproximadamente igual o número de extremidades livres de ADN a ligar de cada um dos fragmentos. Na prática, utilizou-se uma quantidade 10 vezes superior de fragmento menor, em relação à determinada teoricamente, de modo a aumentar a probabilidade de encontros produtivos entre as diferentes extremidades livres. Assim, os cálculos determinaram que se utilizassem 56 ng de ADN do fragmento nef8E5, anteriormente purificado e digerido com EcoRI. A mistura dos dois fragmentos (em 25 (l de volume total) foi precipitada pela adição de acetato de sódio 3 M, pH 5,2 (1/10 do volume inicial) e etanol absoluto frio (2,5 vezes o volume da solução aquosa). Misturou-se por inversão repetida e deixou-se a precipitar a -70(C, durante cerca de 24 horas. Sedimentou-se a mistura de ADNs por centrifugação (20600 g, 30 minutos, a 4(C), removeu-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado com etanol a 70% (v/v), pelo que se centrifugou mais uma vez, nas mesmas condições, mas durante 15 minutos. Após a remoção cuidadosa do sobrenadante e de um período de secagem sob vácuo, a 37(C, até à evaporação completa de todo o etanol, o ADN purificado foi dissolvido em 12,5 (l de água ultrapura estéril. A este volume foi adicionado 1,5 (l de tampão da ligase de ADN do fago T4, concentrado 10X (1X: Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, BSA 50 (g/ml, pH 7,8(, e 1 (l da enzima, para uma concentração final de cerca de 25 U/(l, perfazendo um volume final de reacção de 15 (l. A ligação decorreu a 16(C, em banho termostatizado, durante 16 horas, após o que se procedeu à inactivação da enzima a 65(C, durante 10 minutos. Guardou-se a mistura de ligação a -20(C, antes de se proceder à transformação de células competentes de E. coli JM109 directamente com 5 (l do seu volume.

1.2.10. Preparação e transformação de células competentes de E. coli
A preparação e transformação de células competentes de E. coli JM109 foram realizadas segundo o protocolo do cloreto de cálcio (Sambrook et al., 1989), com alterações. Uma cultura bacteriana crescida durante a noite foi diluída 1:50 em meio LB fresco, previamente aquecido a 37(C. A cultura foi incubada à mesma temperatura, com correcto arejamento, até se atingir a D.O.650 aproximada de 0,3 (cerca de 1,5-2 horas de incubação). Uma alíquota de 2-3 ml de cultura bacteriana foi removida e as células sedimentadas por centrifugação (3300 g, 10 minutos, a 4(C). O sedimento de células foi ressuspendido suavemente em igual volume de uma solução fria de CaCl2 0,1 M e colocado no gelo durante 30 minutos, para o desenvolvimento de competência. Após uma nova centrifugação, nas condições anteriores, ressuspendeu-se o sedimento celular em 0,6 ml de solução fria de CaCl2 0,1 M. Parte deste volume (0,2 ml) foi utilizado para a transformação propriamente dita e o restante foi utilizado para a realização dos respectivos controlos da experiência (pureza da cultura, revertência espontânea, competência das células). Uma alíquota de 5 (l da mistura de ligação contendo o ADN transformante foi adicionada e misturada com as células competentes, mantendo-se a mistura no gelo durante 30 minutos. Seguiu-se um choque térmico a 42(C, durante 2 minutos, e subsequente permanência no gelo, durante 1-2 minutos. De modo a permitir a expressão da resistência ao antibiótico (no caso, a ampicilina), adicionou-se 1 ml de meio LB às células, ao que se seguiu uma incubação a 37(C, com agitação muito suave, durante 45 minutos. Depois, as células foram sedimentadas por centrifugação rápida (16000 g, 1 minuto) e o sobrenadante foi removido, excepto uma alíquota de cerca de 100 (l, utilizada para a ressuspensão final das bactérias. Após a ressuspensão, procedeu-se ao espalhamento das células sobre placas de meio LB sólido contendo ampicilina, de modo a seleccionar os clones transformantes.

1.2.11. Detecção de clones bacterianos recombinantes por hibridação em colónia

1.2.11.1. Fixação de ADN a membranas de nylon
Com o objectivo de se proceder à detecção de clones bacterianos nef+ foi realizada uma experiência de hibridação em colónia com uma sonda nef8E5 marcada com digoxigenina. Assim, o primeiro passo consistiu na fixação do ADN total de cada clone bacteriano em membranas de nylon carregadas positivamente (Hybond(-N+ Version 2.0, Amersham Life Science, Reino Unido). Membranas circulares de 82 mm de diâmetro, contendo uma grelha desenhada de pequenos quadrados, foram colocadas, em condições de esterilidade, sobre placas de meio LB sólido com ampicilina, tendo-se o cuidado de não deixar bolhas de ar entre as duas superfícies. Os clones bacterianos resistentes à ampicilina, obtidos após experiências de transformação, foram repicados individualmente com palitos estéreis para cada um dos quadrados da grelha da membrana, e, simultaneamente, mantendo a mesma ordem, para uma placa de Petri só com meio de crescimento. Esta última serviria para a recuperação dos clones positivos no final da experiência de hibridação, já que constituía uma réplica perfeita da membrana de nylon. Depois de repicados, os clones bacterianos foram incubados a 37(C, durante uma noite. Na manhã seguinte, a placa só com o meio de crescimento foi guardada a 4(C e das outras foi retirada cuidadosamente a membrana de nylon com as diferentes colónias na sua superfície. Estas membranas foram transferidas para placas de meio LB sólido contendo cloranfenicol (0,15 (g/ml) e incubadas uma vez mais a 37(C, durante uma noite, de modo a amplificar o número de cópias do plasmídio (uma vez que este possui a origem de replicação de pBR322). Depois da sua remoção, em cada uma das membranas foi colocada uma alíquota contendo cerca de 50 ng de ADN nef8E5, que serviria como controlo positivo durante a experiência de hibridação. De modo a lisar as bactérias e a desnaturar o respectivo ADN plasmídico sobre as membranas, prepararam-se três pequenas pilhas de folhas de papel Whatman 3MM embebidas nas seguintes soluções: (1( NaOH 0,5 M (solução de lise e desnaturação); (2( Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (solução de neutralização); (3( Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5; NaCl 1,5 M (solução de lavagem). As membranas foram colocadas sucessivamente sobre as pilhas de papel de filtro embebidas nas diferentes soluções, tendo-se o cuidado de nunca deixar que o líquido as cobrisse. Sempre com a face contendo as colónias virada para cima, as membranas foram deixadas em contacto com a primeira solução durante 5 minutos, com a segunda, durante 2 minutos, e, finalmente, com a terceira, durante 15 minutos. Entre cada passagem, e também no final, foi retirado o excesso de líquido adsorvido à face inferior das membranas por colocação sobre folhas secas de papel Whatman 3MM. Finalmente, após breve secagem ao ar, procedeu-se à fixação do ADN às membranas, por aquecimento a 80(C, durante 2 horas.

1.2.11.2. Marcação de sondas de ADN

A sonda de ADN utilizada nestas experiências de hibridação corresponde ao fragmento nef8E5, anteriormente amplificado por PCR e purificado, marcado com digoxigenina. Para a preparação da sonda e sua posterior detecção foi utilizado o DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I, da Boehringer Mannheim (Alemanha), que é baseado na marcação de ADN por random priming (Taylor et al., 1976) com dUTP-digoxigenina e na detecção dos híbridos por ensaio imunoenzimático. Resumidamente, cerca de 200 ng de ADN foi ressuspendido em 16 (l de água ultrapura estéril e desnaturado por emersão num banho de água fervente durante 10 minutos, após o que foi arrefecido rapidamente por colocação num banho de gelo fundente durante 3 minutos. Adicionou-se depois ao ADN desnaturado 4 (l de uma mistura (DIG-High Prime) contendo todos os componentes necessários à reacção de marcação com digoxigenina (mistura de hexanucleótidos de sequência aleatória, os 4 desoxirribonucleótidos, DIG-11-dUTP e a subunidade Klenow da polimerase de ADN I de E. coli, tudo no tampão apropriado). A mistura final foi incubada a 37(C, durante cerca de 20 horas, sendo a reacção de marcação parada pelo aquecimento a 65(C, durante 10 minutos. Uma vez que os desoxirribonucleótidos marcados não incorporados (DIG-11-dUTP) não provocam o aparecimento de ruído de fundo durante a hibridação, não foi necessário proceder à purificação da sonda. Imediatamente antes da hibridação, a sonda de ADN foi desnaturada a 100(C, durante 5 minutos, e depois arrefecida rapidamente por emersão num banho de gelo fundente, durante 3 minutos, estando então pronta a ser utilizada.

1.2.11.3. Hibridação de sondas de ADN com o ADN fixado às membranas de nylon
A hibridação da sonda DIG-nef8E5 com o ADN fixado às membranas foi realizada segundo o protocolo do kit citado na secção anterior, com ligeiras alterações, utilizando-se um forno de hibridação Hybaid Mini-10 (Hybaid, Reino Unido) e respectivos frascos de hibridação. As membranas com o ADN fixado foram pré-molhadas em SSC 5X e incubadas com solução de pré-hibridação (SSC 5X, N-lauroíl-sarcosina 0,1% (p/v), SDS 0,02% (p/v), 1/10 de solução de bloqueamento 10X (Boehringer Mannheim, Alemanha)( previamente aquecida, a 68(C, durante 30 minutos, com rotação suave. Adicionou-se a sonda desnaturada, anteriormente preparada, à solução de pré-hibridação e incubou-se, com rotação suave, durante a noite, à mesma temperatura. Na manhã seguinte, removeu-se a solução de hibridação do frasco e procedeu-se à lavagem das membranas: 2 X 5 minutos, com uma solução de SSC 2X, SDS 0,1% (p/v), com agitação forte, à temperatura ambiente, seguidas de 2 X 5 minutos, com uma solução de SSC 0,1X, SDS 0,1% (p/v), com rotação constante, a 68(C.

1.2.11.4. Detecção dos híbridos de ADN

Finalmente, procedeu-se à detecção dos híbridos de ADN formados pela hibridação da sonda DIG-nef8E5 com o seu ADN alvo, por recurso a um método imunoenzimático. Retiraram-se as membranas do interior dos frascos de hibridação e imergiram-se em tampão maleico, com ligeira agitação, durante 5 minutos, à temperatura ambiente (todos os passos desta fase de revelação decorreram à temperatura ambiente). Depois de removido o tampão, colocaram-se as membranas em tampão de bloqueamento 1X (solução de bloqueamento 10X (Boehringer Mannheim, Alemanha), diluída 1:10 em tampão maleico(, durante 30 minutos, sempre com agitação suave. Incubaram-se depois, durante 30 minutos, na mesma solução contendo 150 mU/ml de um conjugado anti-DIG-fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim, Alemanha), após o que se procedeu a duas lavagens de 15 minutos cada com tampão de lavagem (Tween 20 a 0,3% (v/v) em tampão maleico(. Equilibraram-se finalmente as membranas durante 5 minutos em tampão de detecção (Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl2 50 mM, pH 9,5) e prosseguiu-se para a revelação, por incubação, no escuro, com solução de coloração (diluição 1:50 em tampão de detecção de um stock concentrado de NBT/BCIP (Boehringer Mannheim, Alemanha)(, durante cerca de 20 minutos. A reacção de detecção foi parada pela lavagem das membranas em água ultrapura, durante 5 minutos.

1.2.12. Extracção e purificação de ADN plasmídico

A extracção e a purificação de ADN plasmídico foram realizadas segundo dois métodos diferentes, de acordo com o objectivo da experiência. Sempre que o objectivo consistia em realizar uma extracção com fins preparativos, sendo necessária a obtenção de ADN plasmídico com grau elevado de pureza, utilizou-se o método comercial da QIAGEN( (Alemanha), tendo-se recorrido, quer ao Plasmid Mini Protocol, quer ao Plasmid Midi Protocol, de acordo com o volume de cultura bacteriana a partir do qual se realizou a extracção. Resumidamente, este método permite a eficiente purificação do ADN plasmídico depois da sua passagem, por acção da gravidade, através de uma coluna cromatográfica de troca aniónica. Nos casos em que se pretendia realizar uma extracção com fins meramente analíticos, em pequena escala, optou-se por se utilizar o método da lise alcalina de Birnboim e Doly (1979), com alterações, que se passa a descrever. Concentram-se, por centrifugação (15000 g, 2 minutos), 1,5-3 ml de cultura bacteriana densa. Remove-se cuidadosamente o sobrenadante constituído pelo meio de crescimento e adiciona-se 100 (l de uma solução fria de glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0 e Tris-HCl 25 mM, pH 8,0. Ressuspendem-se completamente as células nesta solução e deixam-se à temperatura ambiente durante 5 minutos. Segue-se a adição de 200 (l de uma solução de NaOH 0,2 M e SDS 1% (p/v), preparada no momento, a mistura por inversão repetida e a manutenção no gelo durante 5 minutos. Adiciona-se então 200 (l de uma solução fria de acetato de potássio 3 M, pH 4,8, mistura-se novamente por inversão suave e deixa-se mais 5 minutos no gelo. Após centrifugação (15000 g, 10 minutos, 4(C), obtém-se um sobrenadante que contém o ADN plasmídico, que é removido cuidadosamente para um novo microtubo. Esta solução é tratada com RNase A (concentração final de 50 (g/ml) durante cerca de 30 minutos, a 37(C, ao que se segue uma dupla extracção com a mistura fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). O fenol foi saturado previamente com tampão TE pH 8,0, de modo a adquirir um pH compatível com a extracção de ADN. Cada uma das extracções é realizada adicionando à solução que contém o ADN igual volume da mistura anterior, seguindo-se homogeneização rápida em vórtex e centrifugação (15000 g, 2 minutos), de modo a separar as duas fases (orgânica e aquosa). A fase superior (fase aquosa contendo o ADN) é removida cuidadosamente e transferida para um novo microtubo, seguindo-se uma segunda extracção, nas mesmas condições. Após a segunda extracção fenol/clorofórmio, novamente a fase aquosa é transferida para um novo microtubo, seguindo-se a precipitação pelo acetato de sódio/etanol absoluto frio, concentração e purificação do ADN, basicamente como descrito anteriormente (ver secção 1.2.9.), reduzindo-se apenas o período de precipitação para 30 minutos. Finalmente, o ADN plasmídico purificado é dissolvido num volume apropriado de água ultrapura estéril, sendo guardado a -20(C, até utilização.

1.2.13. Determinação de sequências nucleotídicas de ADN

A sequenciação de ADN foi realizada comercialmente pela empresa TopLab (Martinsried, Alemanha). O método utilizado foi o de Sanger et al. (1977), baseado na terminação específica da síntese de ADN por incorporação de didesoxirribonucleótidos (ddNTPs), tendo sido utilizado um aparelho de sequenciação ABI PRISM, modelo 377, versão 3.0 (Applied Biosystems, E.U.A.). O ADN plasmídico dos clones seleccionados foi sequenciado em ambas as direcções, tendo-se utilizado iniciadores universais no caso das clonagens em pBluescript( II KS+ (Stratagene, E.U.A.) e os iniciadores pVUB3up (5’-TGA CGA AGC TCT GGG CGC TGC-3’( e pVUB3down (5’-ATC TTC TCT CAT CCG CCA AAA-3’(, no caso das clonagens em pVUB3.

1.2.14. Edição e análise das sequências nucleotídicas de ADN

A edição e análise das sequências nucleotídicas obtidas das reacções de sequenciação do ADN foram realizadas com recurso ao programa DNASIS para Macintosh. A pesquisa de homologias foi realizada por comparação com sequências depositadas nas bases de dados GenBank/EMBL/DDBJ/PDB, recorrendo ao programa BLASTN, versão 2.0.9. (Altschul et al., 1997), disponível na página electrónica do National Center for Biotechnology Information, Bethesda, E.U.A. A sequência editada foi submetida ao GenBank, por via electrónica, através do programa BankIt (http://www.ncbi.nih.gov/BankIt), tendo-se obtido o respectivo número de acesso.

2. Resultados e discussão

Este trabalho foi iniciado com a amplificação por PCR do gene nef do VIH-1 a partir de lisados celulares totais da linha celular 8E5/LAV (HIV-1) (Folks et al., 1986), tal como descrito esquematicamente na Fig. 4. Como apresentado no subcapítulo anterior, 8E5/LAV (HIV-1) é uma linha celular contínua, linfoblastóide humana, T CD4+, cronicamente infectada por uma estirpe defectiva do VIH-1 do subtipo B, utilizadora do co-receptor CXCR4 e derivada do isolado viral LAI. Contém uma mutação de frameshift no gene pol, na região da transcriptase reversa, consequência da adição de um único nucleótido, o que causa o aparecimento de um codão de terminação 36 nucleótidos à frente da zona de inserção e resulta numa proteína Gag-Pol prematuramente terminada (Lightfoote et al., 1986; Gendelman et al., 1987). Cada célula 8E5/LAV (HIV-1) contém uma cópia do ADN proviral, codificando a síntese constitutiva de partículas virais não infecciosas, devido à ausência de uma transcriptase reversa activa. Foi já descrita, no entanto, a possibilidade de reversão para o estado selvagem, com produção de viriões infecciosos capazes de replicar em diferentes linhas celulares linfóides CD4+, ainda que com taxas de replicação reduzidas (Quillent et al., 1993). Esta linha celular tem sido extensamente utilizada em trabalhos diversos nesta área, sendo considerada como um bom modelo para o estudo in vitro de genomas virais defectivos e também dos mecanismos da
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Figura 4. Fluxograma da estratégia de trabalho seguida para a clonagem do gene nef do VIH-1 no vector de expressão pVUB3 e sua subsequente confirmação (ver texto para mais detalhes).
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morfogénese viral, uma vez que as partículas virais produzidas apresentam uma morfologia imatura.

A amplificação do gene nef foi realizada com os iniciadores nefA e nefB, descritos anteriormente, que delimitam uma região de 619 nucleótidos do genoma do VIH-1 SF2, uma estirpe representativa do subtipo B na base de dados do Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, E.U.A. A região a amplificar compreende a quase totalidade (98,3%) da sequência do gene nef em SF2, excepto um pequeno segmento de 11 nucleótidos na sua região 3’ terminal. Esse pequeno segmento terminal foi deixado de fora do fragmento a amplificar devido à sua elevada variabilidade genética, o que resulta numa ausência de sequência consenso para o gene nef nessa região. Os dois iniciadores foram desenhados com uma região 5’ adicional contendo a sequência de reconhecimento para a enzima de restrição EcoRI (GAATTC), o que, após digestão dos fragmentos amplificados com a enzima referida, permitiria a formação de extremidades protuberantes compatíveis com o local de clonagem correspondente no vector pVUB3. Após experiências de optimização das condições de amplificação por PCR, obteve-se um fragmento específico de ADN de tamanho estimado ligeiramente superior a 600 pb (Fig. 5). O fragmento a clonar (nef8E5) foi purificado e concentrado a partir da mistura da reacção de PCR, sendo posteriormente digerido com a enzima de restrição EcoRI, tal como referido anteriormente.


Figura 5. Visualização do ADN de nef8E5 amplificado por PCR, após electroforese em gel de agarose a 2%, em TAE 0,5X. (1) Marcador de pesos moleculares (padrão de ADN 100-1500 pb, Promega); (2) ADN de nef8E5; (3) Controlo negativo de amplificação.

Entretanto, deu-se também início à preparação do vector pVUB3 para a realização da clonagem. Este plasmídio (Fig. 3) pertence a uma família de vectores de clonagem que, baseados na lipoproteína OprI da membrana externa de P. aeruginosa, possibilitam a produção de proteínas de fusão e sua exposição superficial em bactérias Gram-negativas, nomeadamente E. coli e Salmonella typhimurium (Cornelis et al., 1996; Cote-Sierra et al., 1998). Este vector de expressão codifica a produção da forma truncada, mas activa, do repressor LacIq’(341), o que permite, em comparação com os plasmídios desta família de geração anterior (pVUB1 e pVUB2), um melhor controlo da produção proteica. Com o pVUB3 atingem-se então níveis superiores de expressão proteica, sem que a viabilidade celular seja significativamente afectada, especialmente em condições de não indução. Por outro lado, alguns trabalhos anteriores tinham também posto em evidência a potencialidade deste sistema em termos de produção de proteínas de fusão de elevado potencial imunogénico, uma vez que a porção lipídica da lipoproteína associada parecia funcionar como um adjuvante incorporado na própria construção (Leitão et al., 1998, 2000; Cote-Sierra et al., 2002). Por tudo isto, este sistema de expressão “transportador-adjuvante” foi seleccionado para a realização deste trabalho. Assim, deu-se então início à preparação do vector pVUB3, com a sua linearização com a enzima de restrição EcoRI. Este sítio de restrição existe em cópia única no plasmídio, no seu local de clonagem múltipla, local esse inserido anteriormente na extremidade 3’ do gene oprI (Cornelis et al., 1996), permitindo, portanto, a expressão de construções híbridas a partir do promotor Ptrc (Fig. 3). Após a digestão com EcoRI, obtendo-se um fragmento de 4343 pb, procedeu-se à purificação e concentração de pVUB3 linearizado e posterior desfosforilação das suas extremidades, recorrendo-se à actividade da fosfatase alcalina do intestino de vitela, de modo a impedir a recircularização preferencial do plasmídio durante a reacção de ligação.

Uma vez tendo as duas moléculas de ADN preparadas, procedeu-se à sua mistura nas proporções julgadas mais indicadas para a clonagem do fragmento nef8E5 EcoRI-EcoRI no local correspondente do plasmídio pVUB3 linearizado e desfosforilado. Seguiu-se uma precipitação pelo etanol absoluto da mistura de ligação, seguida da sua purificação e concentração num volume adequado à reacção de ligação, realizada com a ligase de ADN do fago T4. Parte do volume de reacção foi utilizado para a transformação de células competentes de E. coli JM109, tendo-se procedido à selecção de clones transformantes resistentes à ampicilina, visto ser esta a marca de selecção de pVUB3. De modo a proceder-se ao rastreio dos clones de JM109 resistentes à ampicilina, optou-se por realizar uma experiência de hibridação em colónia com uma sonda nef8E5 marcada com digoxigenina. O ADN-sonda foi obtido por PCR a partir de lisados totais da linha celular 8E5/LAV (HIV-1), utilizando os iniciadores nefA e nefB, e foi marcado por random priming recorrendo à actividade da subunidade Klenow da polimerase de ADN I de E. coli. Julgou-se necessária a utilização de uma técnica de rastreio de elevada sensibilidade, uma vez que os clones recombinantes a detectar estavam transformados com um derivado de pVUB3, possuindo este a origem de replicação de pBR322, o que faz com que o seu número de cópias no interior da bactéria seja reduzido (15-20 cópias/célula). Em princípio, este facto dificultaria a pesquisa de clones transformantes com a construção correcta pVUB3nef8E5 por extracção de ADN plasmídico, sua posterior digestão com a enzima de restrição EcoRI e visualização dos fragmentos obtidos após migração por electroforese em gel de agarose. Assim, após extracção in situ do respectivo ADN e sua fixação a uma membrana de nylon, foram estudados por hibridação em colónia 19 clones de E. coli JM109 resistentes à ampicilina, dos quais 2 revelaram resultados de hibridação positivos. O resultado dessa experiência de hibridação é mostrado na Fig. 6.


Figura 6. Pormenor de membrana de nylon mostrando o resultado de uma experiência de hibridação em colónia do ADN de 19 clones de E. coli JM109 resistentes à ampicilina com uma sonda nef8E5 marcada com digoxigenina (os clones 4 e 14 revelaram-se positivos).

Entretanto, e paralelamente à clonagem que consistia o objectivo principal deste trabalho, procedeu-se também à clonagem do mesmo fragmento nef8E5 no local EcoRI de pBluescript( II KS+ (Stratagene, E.U.A.). Uma vez que este plasmídio comercial, de elevado número de cópias, é muito fácil de manipular laboratorialmente, consiste um bom vector para a manutenção in vitro do gene nef do VIH-1. O plasmídio recombinante ficaria então facilmente disponível para a realização de trabalhos posteriores, nomeadamente como fonte de ADN do gene nef para a marcação das sondas necessárias à realização de eventuais experiências futuras de hibridação.

A fim de se proceder à confirmação da clonagem do gene nef8E5, na grelha de leitura correcta, em pVUB3 e em pBluescript( II KS+, uma vez que a entrada do fragmento EcoRI-EcoRI poderia ocorrer nos dois sentidos possíveis, foram planeadas experiências de análise dos perfis de restrição resultantes da hidrólise dos respectivos ADNs com endonucleases específicas seleccionadas. Estas experiências foram iniciadas pela extracção e purificação do ADN plasmídico dos clones recombinantes nef+, após amplificação por crescimento celular em meio líquido contendo ampicilina. Para a construção pVUB3nef8E5 foram realizadas digestões com EcoRI, PvuII e ScaI dos ADNs dos dois clones nef+ seleccionados anteriormente, enquanto que os clones recombinantes em pBluescript( II KS+, também em número de dois, foram hidrolisados com EcoRI, ScaI e XhoI. Os resultados teóricos esperados, a obter com estas digestões, são apresentados na Tabela 1 e os resultados observados, obtidos após migração dos respectivos fragmentos de ADN por electroforese em gel de agarose, estão expressos na fotografia da Fig. 7. Para a determinação dos tamanhos esperados dos fragmentos a obter, recorreu-se ao mapa de restrição dos vectores pVUB3 (gentilmente cedido pelo Dr. Javier Cote-Sierra, Instituto Interuniversitário Flamengo para a Biotecnologia, Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica) e pBluescript( II KS+ (passível de ser consultado no catálogo comercial da Stratagene). Em relação ao fragmento nef8E5 clonado, e devido ao desconhecimento, nesta fase do trabalho, da sua sequência nucleotídica, construiu-se um mapa de restrição de um fragmento equivalente em VIH-1LAI, recorrendo ao programa DNASIS para Macintosh.

Tabela 1. Número e tamanho teórico (em pb) dos fragmentos de ADN esperados após digestão com as enzimas de restrição assinaladas das construções obtidas depois da ligação do fragmento nef8E5, em ambos os sentidos possíveis, nos dois vectores de clonagem utilizados (N.R.= não realizado).

	Enzimas de restrição
	pVUB3nef8E5
	pBluescript( II KS+nef8E5

	
	Construção correcta
	Construção incorrecta
	Construção correcta
	Construção incorrecta

	PvuII
	386

478

4094
	478

491

3989
	N.R.

	ScaI
	887

4071
	1490

3468
	1752

1824
	1149

2427

	XhoI
	N.R.
	541

3035
	138

3438


Da observação cuidada da fotografia da Fig. 7 pôde concluir-se da dificuldade em obter uma quantidade razoável, e em boas condições, do ADN da construção derivada de pVUB3, uma vez que, tal como já referido, este é um plasmídio de baixo número de cópias (para comparação, ver colunas 13 e 18 vs. colunas 2 e 7). Após a hidrólise com EcoRI dos 4 plasmídios recombinantes em estudo, foi possível observar directamente no gel (embora tal não seja visível na Fig. 7) um fragmento de ADN de tamanho ligeiramente superior a 600 pb, resultado da excisão do gene nef8E5 clonado em ambos os vectores. Em relação à clonagem em pBluescript( II KS+, observou-se facilmente que o perfil de restrição com ScaI e XhoI era igual entre si nos dois clones estudados (clones 1 e 3), correspondendo à entrada do fragmento clonado no sentido correcto (ver Tabela 1). De realçar que os fragmentos de 1752 e 1824 pb resultantes da digestão com ScaI (colunas 4 e 9) não foram bem resolvidos neste gel, embora se verificasse, por observação directa do mesmo, que a banda corada correspondia efectivamente a dois fragmentos de ADN localizados muito próximo. Por outro lado, o perfil de restrição obtido pela hidrólise com XhoI (colunas 5 e 10) também é compatível com a entrada de nef8E5 no vector de clonagem no quadro de


Figura 7. Visualização dos fragmentos de ADN provenientes da digestão, com as enzimas de restrição assinaladas, de 4 plasmídios resultantes da clonagem de nef8E5 em pBluescript( II KS+ (= pKS, na legenda) e pVUB3, e respectivos controlos, após electroforese em gel de agarose a 1,2%, em TAE 0,5X. Para pBluescript( II KS+ foram estudados os clones 1 e 3 e para pVUB3, os clones 4 e 14 (ver Fig. 6). (1) Marcador de pesos moleculares (padrão Leon(, Appligene Oncor); (2) pKSnef8E5.1; (3) pKSnef8E5.1/EcoRI; (4) pKSnef8E5.1/ScaI; (5) pKSnef8E5.1/XhoI; (6) pKS/EcoRI; (7) pKSnef8E5.3; (8) pKSnef8E5.3/EcoRI; (9) pKSnef8E5.3/ScaI; (10) pKSnef8E5.3/XhoI; (11) Marcador de pesos moleculares (padrão de ADN 100-1500 pb, Promega); (12) Fragmento nef8E5; (13) pVUB3nef8E5.4; (14) pVUB3nef8E5.4/EcoRI; (15) pVUB3nef8E5.4/PvuII; (16) pVUB3nef8E5.4/ScaI; (17) pVUB3/EcoRI; (18) pVUB3nef8E5.14; (19) pVUB3nef8E5.14/EcoRI; (20) pVUB3nef8E5.14/PvuII; (21) pVUB3nef8E5.14/ScaI; (22) Marcador de pesos moleculares (ADN do fago ( digerido com BstEII, Appligene Oncor).

leitura correcto, embora, mais uma vez, seja impossível observar na foto o fragmento de menor tamanho (541 pb). Contrariamente ao caso anterior, já em relação à construção pVUB3nef8E5 se verificou facilmente, por observação directa dos resultados, que os dois clones estudados (clones 4 e 14) não eram iguais. Embora seja impossível observar novamente, na Fig. 7, os fragmentos de ADN de menor tamanho, da comparação dos resultados das digestões efectuadas com ScaI (colunas 16 e 21) facilmente se conclui que a construção correcta corresponde ao segundo caso, isto é, ao clone 14 (ver também a Tabela 1). Em resumo, destas experiências de análise de perfis de restrição foi possível concluir que os dois clones recombinantes nef+ em pBluescript( II KS+ possuem o gene nef8E5 clonado no sentido correcto, parecendo ser iguais, enquanto que, no que se refere a pVUB3, apenas num dos clones analisados esse mesmo gene entrou no plasmídio no sentido correcto para a sua expressão em fase com a lipoproteína OprI (clone pVUB3nef8E5.14).

Seguidamente, prosseguiu-se para a sequenciação nucleotídica do fragmento de ADN clonado nos dois plasmídios, a fim de, por um lado, se confirmar a correcta construção dos três clones recombinantes seleccionados, e, por outro, se obter a sequência do gene nef8E5, desconhecida até então. Anteriormente, tinha-se verificado, através de pesquisa bibliográfica e no GenBank, que o genoma da estirpe do VIH-1 que infecta cronicamente a linha celular 8E5/LAV (HIV-1) só tinha ainda sido sequenciado para o gene pol (Gendelman et al., 1987; Quillent et al., 1993). A sequenciação dos nucleótidos do ADN plasmídico dos três clones recombinantes foi realizada nas duas cadeias e, após análise e edição das sequências obtidas, concluiu-se que todos aqueles estavam correctamente construídos e que possuíam exactamente a mesma sequência clonada de 607 nucleótidos, incluindo os iniciadores (Fig. 8). Da comparação da sequência nef8E5 editada com as sequências depositadas nas bases de dados (GenBank/EMBL/DDBJ/PDB), verificou-se a elevada homologia com a sequência do VIH-1LAI, ou sequências dele derivadas, com apenas algumas posições diferentes. Comparando com as sete sequências apresentando o maior grau de homologia (números de acesso: U26942, K02013, AF011473, AF011469, X03187, U44455 e AF003887), o número de nucleótidos diferentes variou entre 11 e 14, mas apenas 4 dos 607 nucleótidos são consistentemente diferentes (posições A389, T409, G444 e A456, na Fig. 8). Estes resultados estão de acordo com o facto da linha celular 8E5/LAV (HIV-1), origem da cópia do gene nef utilizada neste trabalho, estar cronicamente infectada por uma variante defectiva do VIH-1 originária do isolado viral VIH-1LAI, um dos primeiros isolados deste vírus a ser caracterizados, em 1983, no Instituto Pasteur de Paris (Gallo, 2002; Montagnier, 2002). Por fim, submeteu-se a sequência de nef8E5 ao GenBank através do programa BankIt, tendo-se obtido o número de acesso AF166101.

ATGGGTGGCA AGTGGTCAAA AAGTAGTGTG GTTGGATGGC CTGCTGTAAG GGAAAGAATG   60

AGACGAGCTG AGCCAGCAGC AGATGGGGTG GGAGCAGTAT CTCGAGACCT AGAAAAACAT  120

GGAGCAATCA CAAGTAGCAA TACAGCAGCT ACCAATGCTG ATTGTGCCTG GCTAGAAGCA  180

CAAGAGGAGG AGGAGGTGGG TTTTCCAGTC ACACCTCAGG TACCTTTAAG ACCAATGACT  240

TACAAGGCAG CTGTAGATCT TAGCCACTTT TTAAAAGAAA AGGGGGGACT GGAAGGGCTA  300

ATTCACTCCC AAAGAAGACA AGATATCCTT GATCTGTGGA TCTACCACAC ACAAGGCTAC  360

TTCCCTGATT GGCAGAACTA CACACCAGAG CCAGGGGTCA GATATCCATT GACCTTTGGA  420

TGGTGCTACA AGCTAGTACC AGTGGAGCCA GATAAAGTAG AAGAAGCCAA TAAAGGAGAG  480

AACACCCGCT TGTTACACCC TGTGAGCCTG CATGGGATGG ATGACCCTGA GAGAGAAGTG  540

TTAGAGTGGA GGTTTGACAG CCGCCTAGCA TTTCATCACG TGGCCCGAGA GCTGCATCCG  600

GAGTACT...

Figura 8. Sequência editada do fragmento nef8E5 clonado em pVUB3. A sequência tem 607 nucleótidos e corresponde à quase totalidade (98,3%) do gene nef na estirpe SF2 do VIH-1, uma estirpe representativa do subtipo B, com ausência de um pequeno segmento de 11 nucleótidos na sua região 3’ terminal. O número de acesso desta sequência no GenBank é AF166101.
3. Conclusões

No final deste trabalho, obteve-se o plasmídio recombinante pVUB3nef8E5 (Fig. 9), de 4958 pb, cuja correcta construção foi verificada, primeiramente, por análise de perfis de restrição, e confirmada, posteriormente, por sequenciação nucleotídica.


Figura 9. Representação esquemática do plasmídio recombinante pVUB3nef8E5 (4958 pb), com indicação dos seus elementos mais relevantes, incluindo os genes oprI’, nef8E5 e ampr, bem como os elementos de regulação lacIq, Ptrc e Ori.

O gene nef8E5, representativo do subtipo B do VIH-1, foi clonado no sítio EcoRI do local de clonagem múltipla do vector de expressão pVUB3, inserido anteriormente na extremidade 3’ do gene oprI de P. aeruginosa (Cornelis et al., 1996). Teoricamente, este facto possibilita a expressão em E. coli de uma proteína de fusão OprI-Nef, após indução com IPTG, e sua translocação para a membrana externa da bactéria, com exposição à superfície da mesma.
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