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Resumo
A proteína Nef do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (VIH-1) é uma proteína miristilada, de 27 kDa, expressada em níveis elevados imediatamente após a infecção. Embora seja dispensável para a replicação viral in vitro, Nef parece desempenhar um papel fundamental ao nível da patogénese viral in vivo. Entre as inúmeras funções biológicas que lhe são atribuídas, contam-se a estimulação da replicação viral, a indução do aumento da infecciosidade dos viriões, a modulação negativa da expressão superficial do receptor celular CD4 e do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC I), a modulação de inúmeras vias de sinalização celular/transdução de sinal em linfocitos T e a interferência no processo de indução da morte celular programada, protegendo da apoptose as células infectadas e induzindo-a nas células vizinhas não infectadas, incluindo linfocitos T CD8+ específicos para o VIH-1. Devido ao seu papel fundamental ao nível do ciclo replicativo viral, a proteína Nef foi considerada como um potencial alvo terapêutico e vacinal.

Neste trabalho, o gene nef do VIH-1 foi amplificado por PCR a partir da linha celular 8E5/LAV (HIV-1) e clonado no sistema de expressão “transportador-adjuvante” pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998), baseado na lipoproteína OprI da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa. Desta clonagem resultou a construção do plasmídio recombinante pVUB3nef8E5, de 4958 pb, a partir do qual se induziu a expressão da proteína de fusão OprI-Nef ao nível da membrana externa de Escherichia coli. A produção da proteína de fusão foi demonstrada por visualização de extractos proteicos de membrana externa em gel de poliacrilamida/SDS e confirmada por experiências de imunodetecção com anticorpos anti-OprI e anti-Nef.

Com o objectivo de obter extractos da proteína de fusão com um grau de pureza elevado, um oligonucleótido 6xHis foi introduzido a jusante da construção híbrida oprI-nef de pVUB3nef8E5, no que resultou a formação do novo vector de expressão pVUB3nefB-6xHis (4944 pb). Após um processo de optimização das condições experimentais relativas à purificação, sob condições desnaturantes, da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis por cromatografia de afinidade e um passo adicional de ultrafiltração, foi possível a obtenção de extractos proteicos finais com um grau de pureza relativamente elevado (análise em gel de poliacrilamida/SDS e por imunodetecção). Estes apresentaram uma concentração proteica aproximada de 4 μg/μl, correspondendo a um rendimento global do processo de purificação de cerca de 1,5 mg de proteína por litro de cultura bacteriana, e uma quantidade de lipopolissacáridos (endotoxinas) adequada à realização de experiências de imunização.

A proteína de fusão OprI-Nef-6xHis foi utilizada como imunogénio em experiências de imunização em modelo murino, com o objectivo de se caracterizar a componente humoral da resposta imune anti-Nef, por comparação com a administração da proteína Nef em tampão PBS (rNef) e em adjuvante de Freund (rNef/AF). A imunização com a proteína de fusão induziu uma resposta humoral anti-Nef caracterizada por um título de diluição limite de anticorpos da classe IgG muito elevado (1:37300), significativamente superior ao obtido no grupo rNef, sem que a sua administração tivesse aparentemente qualquer tipo de efeitos secundários nos animais. Por outro lado, comparativamente aos grupos rNef e rNef/AF, observou-se um desvio da resposta imune no sentido Th1, facto relevante no caso da infecção pelo VIH. Este fenómeno, bem com a indução de um título elevado de anticorpos anti-Nef da classe IgG, dever-se-á, muito provavelmente, à presença da componente lipídica na proteína de fusão.

Finalmente, a utilização da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis como antigénio em experiências de ELISA permitiu detectar anticorpos anti-Nef em 77% dos soros testados de indivíduos infectados com o VIH, indicando que a proteína híbrida obtida, embora purificada de um modo desnaturante, manterá epitopos de Nef sob uma forma imunologicamente relevante. Os resultados obtidos apontam ainda para um reconhecimento imune alargado destes epitopos por anticorpos naturais anti-Nef produzidos contra diferentes genótipos do VIH-1, e, muito provavelmente, mesmo contra o VIH-2, o que parece substanciar a utilização desta proteína de fusão como potencial imunogénio anti-VIH.

Em conclusão, o sistema de expressão pVUB3 parece constituir um modelo promissor para a produção heteróloga, em bactérias Gram-negativas, de lipoproteínas de fusão contendo determinantes antigénicos de proteínas dos vírus da imunodeficiência humana, a serem eventualmente incluídas como agentes de imunização em esquemas experimentais de vacinação anti-VIH.
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