IV. Expressão de OprI-Nef em E. coli
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IV. Expressão Em Escherichia coli Da Proteína Nef Do Vih-1 Como Um Produto De Fusão Com A Lipoproteína OprI Da Membrana Externa De Pseudomonas aeruginosa
1. Materiais e métodos

1.1. Materiais

1.1.1. Plasmídios e estirpes de Escherichia coli
O plasmídio pVUB3nef8E5, cuja construção foi descrita no capítulo anterior, foi mantido na estirpe JM109 de E. coli (para características genotípicas desta estirpe, ver secção correspondente no capítulo III).

1.1.2. Meios de cultura

1.1.2.1. Meio líquido

Meio mínimo M9 (Miller, 1972) suplementado (J. Cote-Sierra, comunicação pessoal)

· Sais M9 X 10


100 ml

· MgSO4 1 M


    1 ml

· CaCl2 0,1 M


    1 ml

· Glucose a 50% (p/v)

    4 ml

· Casaminoácidos a 20% (p/v)
    5 ml

· Vitamina B1 a 0,5% (p/v)
 0,1 ml

· FeCl3 0,1 M (em HCl 0,1 N)
 0,5 ml

· ZnSO4 1 M


 0,4 ml

· H2O ultrapura q.b. para        1000 ml

A solução de sais M9 X 10 tem a seguinte composição: Na2HPO4 60 g; KH2PO4 30 g; NaCl 5 g; NH4Cl 10 g; H2O ultrapura q.b. para 1000 ml.

1.1.2.2. Meio sólido

Quando necessário, o crescimento em meio sólido da estirpe E. coli JM109 pVUB3nef8E5 foi efectuado em meio mínimo M9 suplementado, sem iões Fe3+ e Zn2+, ao qual foi adicionado agar fundido estéril a 1,4% (p/v), em substituição da água ultrapura.

1.1.3. Enzimas

Para efectuar a lise bacteriana, de modo a proceder à extracção e purificação das proteínas da membrana externa de E. coli, foi utilizada a lisozima cristalizada da clara de ovo (Boehringer Mannheim, Alemanha).

1.1.4. Anticorpos primários e secundários (conjugados)

De acordo com o objectivo de cada experiência de Western blotting, foram utilizados diferentes anticorpos primários nas diversas fases deste trabalho. Assim, para a detecção de epitopos da lipoproteína OprI na proteína de fusão OprI-Nef foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-OprI QB2, gentilmente cedido pelo Dr. Pierre Cornelis (Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica). Para a detecção de determinantes antigénicos de Nef na proteína de fusão OprI-Nef foram testados três anticorpos primários diferentes, com origem no AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, E.U.A.: os anticorpos monoclonais EH1 e 6.2 e um anticorpo policlonal de coelho anti-Nef. Dependendo da origem biológica dos anticorpos primários utilizados previamente, foram utilizados dois anticorpos secundários (conjugados) diferentes: um complexo de IgGs de ovelha anti-IgG (subclasses 1, 2a, 2b e 3) e -IgM de murganho conjugadas com peroxidase de rábano picante (Boehringer Mannheim, Alemanha) e um conjugado de IgGs de cabra anti-IgG (total) de coelho com a mesma enzima (Sigma, E.U.A.).

1.1.5. Tampões e outras soluções

Tampões utilizados na extracção e purificação das proteínas da membrana externa de E. coli:

· Tampão de lavagem: Tris-HCl 10 mM, pH 8,0

· Tampão de lise: Tris-HCl 25 mM, pH 8,0; glucose 50 mM; EDTA 10 mM; lisozima a 2,5 mg/ml; PMSF 1 mM

· Tampão de solubilização: Tris-HCl 30 mM, pH 8,0; EDTA 5 mM; Triton X-100 a 1% (v/v)

Tampões utilizados na electroforese de proteínas em gel desnaturante de poliacrilamida/SDS (sistema descontínuo de Laemmli (1970)(:

· Tampão do gel de concentração: Tris-HCl 0,5 M; SDS a 0,4% (p/v); pH 6,8

· Tampão do gel de separação: Tris-HCl 1,5 M; SDS a 0,4% (p/v); pH 8,8

· Tampão de aplicação ou de amostra: Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8; SDS a 2% (p/v); glicerol a 10% (v/v); (-mercaptoetanol a 2,5% (v/v); azul de bromofenol a 0,01% (p/v)

· Tampão de electroforese (tampão Tris-glicina-SDS): Tris-HCl 25 mM; glicina 192 mM; SDS a 0,1% (p/v); pH 8,3

Solução de coloração para géis de proteínas:

· Azul brilhante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, E.U.A.) a 0,125% (p/v); metanol a 50% (v/v); ácido acético a 10% (v/v); em H2O ultrapura

Soluções de descoloração para géis de proteínas:

· Solução I: metanol-ácido acético-H2O, 5:1:5

· Solução II: metanol-ácido acético-H2O, 2:1:7

Tampão de transferência para Western blotting (tampão de Towbin):

· Tris-HCl 25 mM; glicina 192 mM; metanol a 20% (v/v)

Tampão TBS:

· Tris-HCl 0,1 M; NaCl 150 mM; pH 7,5

Tampão TBST:

· Tampão TBS com Tween 20 a 0,05% (v/v)

Tampão de bloqueio:

· Leite desnatado em pó (Régilait, França) a 5% (p/v), em tampão TBST

Substratos para conjugados com a peroxidase de rábano picante:

· Sistema de revelação para Western blots SuperSignal( (Pierce, E.U.A.)

· 4-cloro-1-naftol 0,48 mM; Tris-HCl 50 mM; NaCl 0,2 M; em metanol a 17% (v/v) + H2O2 a 0,01% (v/v) (Sigma, E.U.A.)

· Sistema de revelação FAST( DAB Peroxidase Substrate Tablet Set (composição, quando pronto a utilizar, 3, 3’-diaminobenzidina a 0,7 mg/ml; ureia-H2O2 a 0,2 mg/ml; em Tris-HCl 0,06 M( (Sigma, E.U.A.)

Tampão PBS:

· NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4(7H2O 5 mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4

1.1.6. Marcadores de peso molecular

No decurso deste trabalho foram utilizados os seguintes marcadores de peso molecular para electroforese de proteínas em gel de poliacrilamida/SDS:

· Padrão colorido Rainbow( (Amersham Life Science, Reino Unido) (mistura de 7 proteínas de 220, 97,4, 66, 46, 30, 21,5 e 14,3 kDa(
· LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia) (mistura de 6 proteínas de 94, 67, 43, 30, 20,1 e 14,4 kDa(
A selecção do marcador de peso molecular foi realizada de acordo com o objectivo específico de cada experiência. Regra geral, foi utilizado o padrão colorido Rainbow( nas electroforeses preparativas (para transferência por Western) e o padrão LMW nas electroforeses analíticas. A quantidade de marcador a aplicar em gel foi determinada de acordo com as especificações de cada fabricante.

1.2. Métodos

1.2.1. Preparação de material e soluções

A preparação de todo o material necessário para a realização das experiências constantes neste capítulo seguiu as directrizes gerais já descritas anteriormente (ver secção 1.2.1., do capítulo III). 

1.2.2. Condições de crescimento bacteriano

Todas as culturas de rotina, bem como as experiências de viabilidade celular e de indução da expressão da proteína de fusão OprI-Nef, foram realizadas em meio mínimo M9 suplementado com casaminoácidos (meio M9CAA), vitamina B1 (tiamina) e iões Fe3+ e Zn2+, com arejamento apropriado (N=220 rpm), a 37(C, durante o tempo adequado a cada experiência. Para isolamento de clones em placa, foi utilizado o meio sólido M9CAA suplementado, sendo as placas incubadas a 37(C, durante a noite. O antibiótico ampicilina foi adicionado aos meios de crescimento para uma concentração final de 100 (g/ml.

1.2.3. Manutenção de estirpes bacterianas, plasmídios e extractos proteicos

A estirpe bacteriana utilizada neste trabalho, transformada com o plasmídio recombinante pVUB3nef8E5, foi mantida do modo descrito na secção 1.2.3. do capítulo anterior. O plasmídio purificado foi mantido em água ultrapura estéril, a -20(C, e os extractos proteicos totais e da membrana externa de E. coli foram guardados em tampão de amostra, também a -20(C, depois de desnaturados a 100(C, durante 3 minutos.

1.2.4. Experiências de viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular, após indução da expressão proteica com IPTG, foram realizados em meio M9CAA suplementado, a 37(C, com boas condições de arejamento das culturas (N=220 rpm). Culturas densas da estirpe E. coli JM109 pVUB3nef8E5, crescida durante a noite nas mesmas condições, eram diluídas 1:20 em 100 ml do mesmo meio, pré-aquecido, após o que se reiniciava a incubação. Leituras de absorvância eram realizadas periodicamente, até se atingir uma D.O.600(0,7 (aproximadamente, 2,5-3 horas após a diluição inicial). Retirava-se então uma alíquota de 10 (l de cultura bacteriana (controlo de pré-indução ou t0), sendo aquela imediatamente dividida em 4 subculturas de igual volume (25 ml). Para a indução da expressão proteica a partir de pVUB3nef8E5, adicionava-se IPTG para três concentrações finais diferentes (1, 0,5 e 0,1 mM) e, como controlo, deixava-se uma subcultura não induzida, a crescer nas mesmas condições experimentais. Em cada uma das 4 subculturas, eram retiradas alíquotas de 10 (l, uma, três e cinco horas após a indução (t1, t3 e t5). À medida que iam sendo retiradas, todas as alíquotas eram imediatamente diluídas 1:100 numa solução fria de NaCl a 0,9% (p/v), realizando-se de seguida as diluições seriadas julgadas necessárias, na mesma solução. Plaqueavam-se depois, em triplicado, as diluições apropriadas em meio sólido M9CAA com ampicilina (100 (g/ml). As placas inoculadas eram incubadas em estufa a 37(C, durante a noite, após o que se procedia à contagem do número de colónias bacterianas por placa. Finalmente, era determinado o número de células viáveis por mililitro de cultura original e procedia-se à representação gráfica da sua variação em função do tempo decorrido após a indução com IPTG.

1.2.5. Indução da expressão de OprI-Nef em E. coli
Culturas de E. coli JM109 pVUB3nef8E5 eram crescidas durante a noite a 37(C, com agitação vigorosa, em meio M9CAA suplementado, com ampicilina, e, na manhã seguinte, eram utilizadas para a realização de subculturas, após diluição inicial de 1:20 em 200 ml do mesmo meio, pré-aquecido. As subculturas eram incubadas nas mesmas condições até se atingir uma D.O.600 compreendida entre 0,6 e 0,7. Imediatamente antes de se proceder à indução com IPTG da expressão de OprI-Nef, removia-se uma alíquota de 1 ml de cultura, que servia como controlo não induzido (t0) em cada experiência e que sofria o tratamento descrito na secção seguinte. Para a realização da indução, adicionava-se IPTG à cultura para uma concentração final de 0,1 mM e deixava-se aquela a crescer, nas mesmas condições, durante mais 3 horas, após o que se removia novamente uma alíquota de 1 ml de cultura (esta serviria para a preparação de um extracto proteico total após 3 horas de indução – t3). As bactérias restantes eram então sedimentadas por centrifugação a 5500 g, durante 10 minutos, a 4(C. O sobrenadante, constituído pelo meio de crescimento, era rejeitado e as células eram rapidamente congeladas a -20(C, caso não se prosseguisse de imediato para a preparação de extractos proteicos da membrana externa (ver secção 1.2.7.).

1.2.6. Preparação de extractos proteicos totais a partir de culturas de E. coli
Lisados celulares totais foram preparados a partir de alíquotas de 1 ml de culturas de E. coli JM109 pVUB3nef8E5 não induzidas (t0) e induzidas (t3), obtidas como descrito na secção anterior. As células presentes nestas alíquotas eram sedimentadas rapidamente por centrifugação (16000 g, 1 minuto) e ressuspendidas, respectivamente, em 50 e 100 (l de tampão de amostra. Os extractos proteicos totais assim obtidos eram desnaturados a 100(C, num banho de água fervente, durante 3 minutos, ficando então prontos para aplicação em gel de poliacrilamida/SDS. Caso isso não ocorresse de imediato, eram mantidos a -20(C até posterior utilização.

1.2.7. Preparação de fracções proteicas da membrana externa a partir de culturas de E. coli
Fracções proteicas da membrana externa foram preparadas a partir de 200 ml de culturas de E. coli JM109 pVUB3nef8E5 não induzidas e induzidas sob diversas condições, utilizando o método descrito por Cornelis et al. (1989), baseado na solubilização da membrana interna com N-lauril-sarcosinato de sódio (Sarkosyl) (Filip et al., 1973), com modificações (J. Cote-Sierra, comunicação pessoal). As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 5500 g, durante 10 minutos, a 4(C, e o sedimento celular obtido foi lavado uma vez com 4 ml de tampão de lavagem. Após a lavagem, as células foram ressuspendidas em 4 ml de tampão de lise (a lisozima e o PMSF foram adicionados no momento). O lisado celular foi colocado em gelo, misturando-se continuamente a suspensão até se conseguir uma completa homogeneização. Adicionou-se 4 ml de Sarkosyl a 2% (p/v), misturou-se suavemente, de modo a obter-se uma completa clarificação, e transferiu-se a suspensão para um tubo Falcon de 15 ml. De modo a reduzir a sua elevada viscosidade, devida à presença de ADN intacto libertado das células, a suspensão foi então submetida à emissão pulsada de ultra-sons (Ultrasonic Homogenizer 4710, Cole Parmer, E.U.A., com duty cycle 50% e output control 4). A suspensão, colocada no gelo, foi submetida a ciclos de sonicação de 30 segundos de duração, alternados com intervalos da mesma duração, até se atingir uma viscosidade semelhante à da água. A seguir, as proteínas da membrana externa foram sedimentadas por ultracentrifugação a 210000 g, durante 2 horas, a 4(C, tendo-se recolhido o sobrenadante, que continha a fracção proteica citoplasmática, periplasmática e da membrana interna. O sedimento translúcido, correspondente à fracção proteica da membrana externa, foi lavado suavemente, duas vezes, com 5 ml de Sarkosyl a 2% (p/v) e o sedimento final foi ressuspendido em 1 ml de tampão de solubilização. Esta solução foi dividida em alíquotas e armazenada a -20(C, até utilização. Antes da sua aplicação em gel de poliacrilamida/SDS, 50 (l da solução contendo a fracção proteica da membrana externa foram misturados com 50 (l de tampão de amostra, seguindo-se aquecimento a 100(C, num banho de água fervente, durante 3 minutos.

1.2.8. Concentração de proteínas com acetona

De modo a realizar a concentração das proteínas presentes numa solução diluída, neste caso, nos sobrenadantes das culturas bacterianas, procedeu-se à sua precipitação por acção da acetona. Adicionaram-se à solução proteica 9 volumes de acetona pré-arrefecida a -20(C, misturou-se por inversão e deixou-se a precipitar à temperatura referida, durante a noite. Iniciou-se a recuperação das proteínas precipitadas, por centrifugação a 12000 g, a 4(C, durante 5 minutos. Removeu-se a acetona e deixou-se secar bem ao ar o sedimento proteico durante alguns minutos. Este foi dissolvido num volume apropriado de tampão de amostra, seguindo-se a desnaturação proteica, como descrito anteriormente.

1.2.9. Electroforese de proteínas em gel de poliacrilamida/SDS

No decurso deste trabalho foram realizadas várias separações de misturas de proteínas por electroforese em gel desnaturante de poliacrilamida com SDS, utilizando o sistema descontínuo de Laemmli (1970), com ligeiras modificações. Ao longo do trabalho, foram basicamente utilizados dois tipos de géis de separação: de concentração uniforme de poliacrilamida (12% (p/v) e 15% (p/v)( e de gradiente contínuo (7,5-22,5% (p/v)(. Em todos os casos, o gel de concentração utilizado era a 3,9% (p/v) e todos os géis tinham 0,75 mm de espessura. Para fazer 20 ml de um gel de separação a 12% (p/v), mediam-se 8 ml de uma solução comercial de acrilamida a 30% (p/v)/N, N’-metileno bisacrilamida a 0,8% (p/v) (Bio-Rad, E.U.A.) para um copo de vidro, aos quais eram adicionados 5 ml do tampão respectivo e 7 ml de H2O ultrapura. Depois da montagem do sistema de molde para a formação do gel, com os respectivos vidros e espaçadores (sistema The Sturdier, Hoefer SE400, Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), adicionavam-se 65 (l de persulfato de amónio a 10% (p/v) e 15 (l de N, N, N’, N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), de modo a iniciar a polimerização. O gel era então vertido rapidamente para o interior do sistema de molde, evitando a formação de bolhas, e era depois coberto com 1-2 ml de etanol absoluto, deixando-se a polimerizar, à temperatura ambiente, durante cerca de 30 a 45 minutos. Depois de polimerizado, removia-se o etanol, lavava-se uma vez com H2O ultrapura e cobria-se o gel de separação até ao cimo com a mistura do gel de concentração, no qual, pela introdução de um pente adequado, seriam formados os poços para aplicação das amostras proteicas. O gel de concentração era feito pela mistura sucessiva de 0,65 ml de solução comercial de acrilamida a 30% (p/v)/N, N’-metileno bisacrilamida a 0,8% (p/v) (Bio-Rad, E.U.A.), 1,25 ml do tampão respectivo, 3,05 ml de H2O ultrapura, 27 (l de persulfato de amónio a 10% (p/v) e 5 (l de TEMED. Aguardavam-se entre 15 a 30 minutos, à temperatura ambiente, de modo a que ocorresse a sua polimerização, após o que se removia o pente e cobria o gel de concentração com tampão de electroforese (tampão Tris-glicina-SDS), prosseguindo-se finalmente para a aplicação das amostras. Paralelamente, era sempre aplicada em cada gel uma mistura de proteínas de peso molecular conhecido que serviam como marcadores. O protocolo apresentado para os géis de separação era, obviamente, adaptado, sempre que se utilizavam géis de outras concentrações, nomeadamente a 15% (p/v). Para os géis de gradiente contínuo de concentração, era necessário fazer-se duas soluções de gel de poliacrilamida/SDS (uma a 7,5% (p/v) e outra a 22,5% (p/v)(, sendo que a formação do gradiente entre ambas era conseguida pela utilização de um formador de gradientes MSE e de uma bomba peristáltica (Minipuls 3, Gilson, França). A electroforese decorria em tampão Tris-glicina-SDS, sob uma diferença de potencial e por tempo dependentes das características de cada gel (testes prévios foram realizados até se optimizarem as condições de separação electroforética).

1.2.10. Detecção não específica de proteínas por coloração com azul brilhante de Coomassie

Após a separação das proteínas por electroforese em gel de poliacrilamida/SDS, os géis eram cuidadosamente submergidos em solução de coloração, onde permaneciam durante 1 hora, a 37(C, com agitação suave. Depois de decantar a solução de coloração, e de modo a remover o excesso de corante, os géis eram descorados com a solução I de descoloração, durante 1 hora, à temperatura ambiente, também com agitação. Após esta primeira fase de descoloração, submergiam-se os géis na solução II de descoloração, durante 30 minutos a 1 hora, nas mesmas condições experimentais. Antes de se iniciar a sua secagem, retirava-se o excesso de solução de descoloração, por passagem rápida dos géis em água ultrapura. A secagem era realizada sob vácuo, com recurso a um secador de géis (sistema Drygel Sr., Hoefer SE1160, Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), durante 1 hora, a 60(C, após colocação do gel entre película aderente e uma folha de papel 3 MM Chr embebida previamente em água ultrapura.

1.2.11. Transferência de proteínas para suporte sólido e sua detecção específica por métodos imunoenzimáticos (Western blotting)
Alíquotas de extractos proteicos totais e da membrana externa de diversas culturas bacterianas, previamente preparados com tampão de amostra, eram aplicadas em géis de poliacrilamida/SDS, sendo as proteínas separadas de acordo com as especificações referidas anteriormente. Após a separação, as proteínas eram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), em tampão de Towbin, num aparelho de transferência Hoefer Transphor TE62X (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), de acordo com protocolos convencionais (Towbin et al., 1979; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1997). A transferência decorria a uma intensidade de corrente fixa de 600 mA (V(55 V), durante 1,5 horas, com circulação de água. Após a transferência, as membranas eram lavadas em tampão TBST durante 30 minutos, com agitação suave, e bloqueadas em tampão de bloqueio (no mínimo, 0,1 ml de tampão para cada cm2 de membrana), durante 1 hora, também com agitação, sempre à temperatura ambiente, tal como todo o protocolo. Seguia-se uma incubação, com agitação, durante 1 hora, com o primeiro anticorpo diluído em tampão de bloqueio, no volume indicado anteriormente, após o que se seguia um período de lavagem, de modo a remover todo o anticorpo primário não ligado ou ligado de um modo não específico à membrana. A lavagem era realizada com TBST, durante 3 períodos consecutivos de 10 minutos cada, trocando-se sempre o tampão e cobrindo bem a membrana. Prosseguia-se então para a incubação com o anticorpo secundário (conjugado) diluído no tampão de bloqueio, durante 1 hora, com agitação suave. Após a segunda incubação, procedia-se à lavagem da membrana como descrito anteriormente, isto é, 3 X 10 minutos, com TBST, seguindo-se finalmente a fase de revelação dos imunocomplexos. Foram realizados testes prévios a vários sistemas de coloração, tendo sido seleccionado para a realização deste trabalho o sistema FAST( DAB Peroxidase Substrate Tablet Set (Sigma, E.U.A.), que era utilizado de acordo com as especificações do fabricante.

1.2.12. Coloração de proteínas imobilizadas em membrana de nitrocelulose

Como controlo da correcta transferência por Western blotting, procedia-se, por vezes, à detecção não específica das proteínas imobilizadas em membranas de nitrocelulose através da sua coloração com tinta-da-China. Primeiramente, procedia-se duas vezes à lavagem dos blots em tampão PBS com Tween 20 a 0,4% (v/v), com agitação suave, durante 5 minutos, à temperatura ambiente. Depois, deixavam-se os blots numa solução de tampão PBS com Tween 20 a 0,3% (v/v) e tinta-da-China (Pelikan) a 0,1% (v/v), sem agitação, durante 1 hora, também à temperatura ambiente. Lavavam-se repetidamente os blots em água ultrapura até descorar completamente o fundo da membrana e deixavam-se a secar ao ar, entre folhas de papel absorvente. Este método permitia ainda a identificação mais precisa das proteínas reconhecidas pelos anticorpos utilizados nas experiências de imunodetecção.

2. Resultados e discussão

Esta parte do trabalho foi iniciada pelo estudo da viabilidade celular da estirpe bacteriana E. coli JM109 pVUB3nef8E5 após indução da expressão da proteína de fusão OprI-Nef. Depois da realização de experiências preliminares de crescimento da estirpe em meio M9CAA suplementado, de modo a permitir o estabelecimento de algumas das condições experimentais a utilizar no futuro (e.g. tempos de indução apropriados), procedeu-se à realização dos primeiros estudos de viabilidade celular, após indução com IPTG, para uma concentração final de 1,0 mM. Realizaram-se três ensaios independentes, nas mesmas condições experimentais, e a Fig. 10 mostra resultados de um ensaio representativo desse grupo de experiências. Como pode ser observado na figura, há um óbvio decréscimo da viabilidade celular após a indução da expressão da proteína de fusão OprI-Nef. No final do ensaio, 5 horas depois da indução com IPTG, a diferença de número de células viáveis (ou UFC, unidades formadoras de colónias) entre as duas subculturas é superior a 3 log, sendo, portanto, bastante significativa. Tal como observado anteriormente por Cote-Sierra et al. (1998), aquando da descrição do sistema de expressão pVUB3, esta tão grande redução, após indução, do número de células viáveis da estirpe de E. coli transformada com pVUB3nef8E5 poderá ser devida a lise bacteriana relacionada com a produção e translocação para a membrana externa de elevadas quantidades da proteína de fusão. Uma vez que a expressão proteica parece ser altamente eficaz neste sistema de expressão, elevados níveis de proteína de fusão deverão ser atingidos ao nível da membrana externa da bactéria, podendo afectar a sua integridade e topologia e conduzir, por sua vez, à lise bacteriana. Fenómenos deste tipo foram anteriormente observados por microscopia electrónica, aquando da descrição e estudo dos vectores de expressão não indutíveis da série pVUB (Cornelis et al., 1996). Por outro lado, a presença da própria proteína Nef, presente na fusão, poderá exacerbar esse efeito deletério, uma vez que é bem conhecida a sua capacidade de associação às estruturas membranares de origem celular (Kienzle et al., 1992; Ovod et al., 1992; Kaminchik et al., 1994). Neste contexto, Macreadie et al. (1998) provaram que a expressão da proteína Nef do VIH-1 em células de levedura causa perturbação da topologia da membrana citoplasmática, com libertação da forma miristilada da proteína para o meio extracelular. Esta actividade disruptiva de Nef parece estar dependente de determinantes presentes na sequência inicial de 19 aminoácidos da extremidade amínica da proteína e também da presença do resíduo de ácido mirístico,
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Figura 10. Gráfico da variação do número de unidades formadoras de colónias (UFC)/ml da estirpe E. coli JM109 pVUB3nef8E5 em função do tempo de crescimento pós-indução. O tempo 0 corresponde ao momento da indução com IPTG para uma concentração final de 1,0 mM. O crescimento foi efectuado a 37(C, em meio M9CAA suplementado (ver 1.2.2.).

ligado à glicina N-terminal por uma ligação amida. É interessante referir a este propósito a elevada homologia de sequência e estrutural (hélice () existente entre esta região de Nef e um péptido presente no veneno das abelhas, a melitina (Curtain et al., 1994; Barnham et al., 1997), cujas propriedades citolíticas, devidas à capacidade de disrupção das membranas celulares, são desde há muito conhecidas. Vários trabalhos descreveram o mesmo tipo de actividade também para péptidos sintéticos correspondentes a esta região de 19 aminoácidos de Nef em sistemas de células humanas em cultura, de levedura, bacterianos ou de membranas artificiais (Curtain et al., 1994, 1997; Macreadie et al., 1997). Devido a este tipo de observações, e uma vez que é reconhecida a exposição superficial da proteína Nef em células infectadas pelo VIH-1, com consequente libertação para o meio extracelular, foi sugerido que esta propriedade disruptiva membranar da proteína possa estar relacionada com a morte de células não infectadas pelo vírus (Fujii et al., 1993, 1996; Macreadie et al., 1998). No caso específico deste trabalho, no entanto, não é possível avaliar até que ponto a proteína Nef foi responsável pela lise bacteriana após a indução com IPTG. A construção híbrida foi idealizada de modo a que a porção correspondente à lipoproteína OprI se localizasse do lado da extremidade amínica e a porção Nef do lado da extremidade carboxílica da proteína de fusão OprI-Nef. Só por si, este tipo de construção seria responsável pela ausência de miristilação da proteína Nef, modificação essa que nunca ocorreria, de qualquer forma, dada a impossibilidade de realização deste tipo de modificação pós-traducional em células procariotas (Maurer-Stroh et al., 2002). Por outro lado, a sequência de 19 aminoácidos aparentemente importante para a actividade disruptiva membranar de Nef não se encontra agora na extremidade NH2 da proteína, sendo ainda influenciada pelos aminoácidos da própria sequência de OprI. Não é possível, deste modo, prever facilmente se há, neste caso, a manutenção da estrutura em hélice ( característica dessa região. Na ausência destes dois importantes determinantes de patogenicidade (miristilação amino-terminal e estrutura em hélice ( da porção inicial da proteína) não foi possível determinar, com o tipo de experiências efectuadas, se as propriedades disruptivas da porção Nef, em relação a sistemas membranares, são mantidas na proteína de fusão OprI-Nef.

A fim de se observar de que modo a concentração do IPTG influenciava o crescimento e a viabilidade celulares, realizou-se uma série de experiências de indução, utilizando-se várias subculturas induzidas com diferentes concentrações de IPTG (1,0 mM, 0,5 mM e 0,1 mM). Na Fig. 11 podem observar-se os resultados de uma dessas experiências, representativa de uma série de três ensaios independentes realizados para as três concentrações de indutor. É evidente pela observação da figura que há uma correlação positiva entre a concentração de IPTG utilizada para a indução e a viabilidade celular, isto é, quanto maior é a primeira, maior é a taxa de sobrevivência das células ao longo do tempo. Considerando que uma taxa elevada de mortalidade corresponde a níveis de expressão proteica superiores, pelos motivos já referidos, optou-se por seleccionar a concentração menor de IPTG para a realização de futuras experiências de indução. No entanto, nem sempre uma viabilidade celular menor corresponde obrigatoriamente a um nível elevado de expressão proteica, pois se a produção da proteína heteróloga for muito tóxica para a célula bacteriana, esta pode morrer muito rapidamente, não se chegando a atingir níveis adequados de produção. Assim, de modo a esclarecer melhor este assunto, procedeu-se à realização de experiências de indução de culturas de E. coli JM109
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Figura 11. Gráfico da variação do número de unidades formadoras de colónias (UFC)/ml da estirpe E. coli JM109 pVUB3nef8E5 em função do tempo de crescimento pós-indução. O tempo 0 corresponde ao momento da indução com IPTG para uma concentração final de 1,0 mM, 0,5 mM e 0,1 mM, em três culturas independentes. O crescimento foi efectuado a 37(C, em meio M9CAA suplementado (ver 1.2.2.).

pVUB3nef8E5, nas condições descritas acima, com remoção de alíquotas de células, 1, 3 e 5 horas após indução, de modo a preparar-se extractos proteicos totais e a poder observar-se em gel de poliacrilamida/SDS a cinética de produção da proteína de fusão ao longo do tempo, para cada uma das três concentrações de indutor utilizadas. Efectivamente, níveis superiores de produção da proteína de fusão foram observados quando a indução era realizada com IPTG a 0,1 mM (resultados não apresentados), o que corrobora os resultados das experiências de viabilidade celular.

Em termos teóricos, da clonagem do gene nef8E5 no sítio EcoRI do local de clonagem múltipla situado na extremidade 3’ do gene oprI em pVUB3, resulta a expressão de uma proteína de fusão OprI-Nef de 265 aminoácidos. Na Fig. 12 pode observar-se a sequência de aminoácidos da proteína OprI-Nef madura, com menção à contribuição 

CSSHSKETEA RLTATEDAAA RAQARADEAY RKADEALGAA QKAQQTADEA NERALRMQIS   60

ENSMGGKWSK SSVVGWPAVR ERMRRAEPAA DGVGAVSRDL EKHGAITSSN TAATNADCAW  120

LEAQEEEEVG FPVTPQVPLR PMTYKAAVDL SHFLKEKGGL EGLIHSQRRQ DILDLWIYHT  180

QGYFPDWQNY TPEPGVRYPL TFGWCYKLVP VEPDKVEEAN KGENTRLLHP VSLHGMDDPE  240

REVLEWRFDS RLAFHHVARE LHPEY.....

Figura 12. Sequência teórica de aminoácidos da proteína de fusão OprI-Nef madura. A sequência completa tem 265 aminoácidos e as regiões correspondentes à lipoproteína OprI de Pseudomonas aeruginosa e à proteína Nef do VIH-1 estão assinaladas na figura a negrito e a sublinhado, respectivamente. Entre as duas existe um pequeno segmento de 6 aminoácidos que corresponde à tradução da sequência nucleotídica do local de clonagem múltipla inserido na extremidade 3’ do gene oprI em pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998).

relativa de cada uma das proteínas originais para a construção da proteína de fusão: em termos de estrutura primária, cerca de 22% da proteína é constituído pela sequência de aminoácidos de OprI, localizada na parte amino-terminal, enquanto que a sua maior parte (cerca de ¾) corresponde à sequência da proteína Nef, localizada do lado da extremidade carboxílica. Na Fig. 12 está representada a sequência teórica da proteína OprI-Nef madura, uma vez que a sequência do péptido-sinal de 19 aminoácidos de OprI já não se encontra representada. Essa sequência (MNNVLKFSALALAAVLATG), necessária para o transporte da proteína através da membrana plasmática, apresenta propriedades características das sequências dos péptidos-sinal das lipoproteínas bacterianas, como por exemplo o seu carácter global altamente hidrofóbico e a presença dos aminoácidos atrás sublinhados A9, L12 e G19 (Cornelis et al., 1989; Duchêne et al., 1989). Este último, de facto, faz já parte do motivo consenso (GCSS) correspondente ao local de clivagem dos péptidos-sinal desta família de proteínas bacterianas, sendo C20 o primeiro resíduo da proteína madura (ver Fig. 12). É este o resíduo de cisteína que se encontra modificado com uma molécula de glicerol na proteína madura, originando o resíduo de gliceril-cisteína detectado aquando da caracterização bioquímica da proteína (Mizuno e Kageyama, 1979a), ao qual, por sua vez, é adicionado, em Pseudomonas aeruginosa, um resíduo de ácido gordo. Este não é sempre o mesmo, mas cerca de 80% das moléculas da lipoproteína OprI contêm um ácido hexadecanóico, maioritariamente o ácido palmítico (Mizuno e Kageyama, 1979a). A junção do ácido gordo ao resíduo de gliceril-cisteína é realizada por intermédio de uma ligação amida. Em relação à extremidade carboxílica da lipoproteína OprI, ela não se encontra presente nesta construção híbrida, uma vez que no iniciador nefB, utilizado para a amplificação do gene nef a partir da linha celular 8E5/LAV (HIV-1), fora introduzido um nucleótido adicional (T), de modo a originar um codão de terminação (UAG) imediatamente a seguir à sequência codificante de Nef (ver secção 1.2.4., do capítulo III). A porção ausente compreende os 7 aminoácidos da extremidade carboxílica da proteína OprI nativa (LEKASRK), a qual, não sendo uma região importante em termos de translocação para ou de ancoragem à superfície da membrana externa da bactéria, constitui uma região perfeitamente dispensável. Entre as sequências de aminoácidos das duas proteínas que deram origem a OprI-Nef, encontra-se um pequeno segmento de 6 aminoácidos (QISENS) (ver Fig. 12), resultante da tradução da sequência nucleotídica do local de clonagem múltipla situado a montante do sítio de clonagem de nef (sítio EcoRI) em pVUB3 (ver Anexo I). No que diz respeito à sequência de aminoácidos da proteína Nef do VIH-1, a construção híbrida contém a sua quase totalidade, com excepção dos 4 últimos aminoácidos da extremidade carboxílica (YKDC), na estirpe SF2 do VIH-1, uma estirpe representativa do subtipo B, subtipo no qual foi classificada a sequência de nef8E5. Tal como referido no capítulo anterior, este facto deveu-se à não amplificação por PCR de uma pequena região de 11 nucleótidos da região 3’ terminal do gene nef em SF2, devido à sua elevada variabilidade genética, o que resultou na ausência de definição de uma sequência consenso para a síntese dos iniciadores.


A proteína híbrida OprI-Nef foi genericamente caracterizada, do ponto de vista teórico, com recurso à ferramenta ProtParam, acessível por via electrónica em http://us.expasy.org/tools/protparam. Os seus 265 aminoácidos constituem uma proteína de peso molecular 29809 Daltons, ou seja, aproximadamente 30 kDa. A sequência de aminoácidos de OprI-Nef é bastante rica em resíduos de alanina (12,5%), o que não é de surpreender, dada a sua enorme abundância na proteína OprI nativa, onde constitui mais de ¼ do número total de aminoácidos (Cornelis et al., 1989; Duchêne et al., 1989). Outro aminoácido bastante abundante na sequência da proteína de fusão é o ácido glutâmico (10,6%). O ponto isoeléctrico teórico é de 5,44 e o tempo de meia-vida estimado é superior a 10 horas, em E. coli, in vivo, pelo que se pode classificar teoricamente esta proteína como estável. Em termos de estrutura tridimensional, é difícil prever qual a conformação mais provável resultante da interacção das duas porções proteicas principais: OprI, fortemente hidrofílica e constituindo uma hélice ( simples (Cornelis et al., 1989), e Nef, com uma estrutura terciária bastante mais complexa, compreendendo regiões de folhas ( antiparalelas, hélices (, uma hélice de poliprolina de tipo II e outras menos comuns (Turner e Summers, 1999). Para terminar, pesquisou-se ainda os graus de hidrofobicidade e hidrofilicidade da proteína de fusão, recorrendo às escalas de Kyte-Doolittle e de Hopp-Woods, respectivamente, disponíveis em http://arbl.cvmbs.colostate.edu. A escala de Kyte-Doolittle é largamente utilizada para a previsão das regiões de natureza hidrofóbica de uma proteína, com base nas características bioquímicas dos aminoácidos constituintes da sua estrutura primária, e a de Hopp-Woods foi desenvolvida para a predição de regiões hidrofílicas, de virtual exposição à superfície da estrutura tridimensional da proteína e, portanto, potencialmente antigénicas. Os resultados obtidos com ambos os algoritmos foram basicamente concordantes e permitiram confirmar o carácter global fortemente hidrofílico da porção proteica correspondente à lipoproteína OprI, o que lhe confere um potencial elevado de exposição superficial. Tal seria de esperar, atendendo ao facto da proteína nativa em P. aeruginosa se encontrar exposta superficialmente na membrana externa da bactéria, apenas ancorada a esta estrutura pelo resíduo de ácido gordo característico. O mesmo já não sucede para a porção da proteína de fusão derivada de Nef, que embora possuindo numerosos segmentos de carácter hidrofílico (e.g. a.a. 215-230, na numeração da Fig. 12), possui também algumas regiões, intercaladas nas primeiras, de elevado potencial hidrofóbico, dificilmente expostas à superfície da proteína (e.g. a.a. 70-77, 90-96).

Em relação ao peso molecular apresentado pela lipoproteína de fusão OprI-Nef após migração em géis de poliacrilamida/SDS, apenas se poderão realizar previsões com um grau de incerteza relativamente elevado. Como referido anteriormente, a porção proteica desta lipoproteína tem, aproximadamente, 30 kDa. No entanto, não é possível saber com precisão a contribuição exacta da componente lipídica para o peso molecular total, uma vez que é desconhecido o número de resíduos de ácido gordo adicionados neste caso. A lipoproteína homóloga em E. coli à lipoproteína OprI (a lipoproteína de Braun) possui três resíduos de ácidos gordos (Hantke e Braun, 1973), enquanto que a lipoproteína I de P. aeruginosa contém apenas um (Mizuno e Kageyama, 1979a). Deste modo, desconhece-se se a expressão de uma proteína derivada de OprI em E. coli leva à síntese de uma lipoproteína com um ou três resíduos de ácido gordo, sendo provável que possa surgir uma população mista. O peso relativo destas diferentes espécies na população proteica global poderá ser influenciado pelos níveis de expressão obtidos a partir do vector de expressão utilizado (Duchêne et al., 1989). Por outro lado, como se viu anteriormente, nem sempre é adicionado o mesmo ácido gordo à extremidade amínica destas proteínas, o que constitui um elemento adicional para aumentar a panóplia de lipoproteínas produzidas. Levando todos estes factos em consideração, pode apenas afirmar-se que o peso molecular esperado para a lipoproteína OprI-Nef madura será de, aproximadamente, 31 kDa, considerando a contribuição teórica, em termos de massa atómica, do grupo tripalmitil-s-gliceril-cisteína. Finalmente, em termos práticos, é reconhecido que as lipoproteínas, especialmente as de baixo peso molecular, têm tendência para se apresentarem como bandas mais difusas em gel de poliacrilamida, precisamente devido à presença dos resíduos de natureza lipídica, o que dificulta grandemente a realização de estimativas de peso molecular. Por outro lado, a adição pós-tradução de grupos químicos diversos aos resíduos de aminoácidos constituintes da estrutura primária de uma proteína (e.g. acilação, fosforilação, glicosilação) torna difícil de prever o seu comportamento durante a electroforese, podendo o peso molecular estimado nestes casos, a partir da distância de migração da proteína, ser algo diferente do determinado teoricamente.

Em termos de trabalhos práticos, numa fase inicial, procedeu-se à optimização das diversas condições experimentais relativas à indução da expressão da proteína de fusão OprI-Nef em E. coli JM109 pVUB3nef8E5. Foram testados diversos parâmetros experimentais, nomeadamente, os relacionados com as condições de crescimento bacteriano (taxas de arejamento, temperaturas de crescimento e de pós-indução) e também os tempos máximos de indução com IPTG e sua concentração, parâmetros estes que podem influenciar significativamente a expressão de proteínas heterólogas em sistemas bacterianos. Em cada um destes ensaios prévios de optimização das condições experimentais, procedeu-se à obtenção de extractos proteicos totais e da membrana externa das células induzidas e respectivos controlos não induzidos, em geral, a partir de alíquotas retiradas das culturas em quatro momentos diferentes, considerados significativos: pré-indução e após 1, 3 e 5 horas de indução. Em algumas das experiências, procedeu-se também à precipitação com acetona fria das proteínas totais presentes no sobrenadante das culturas, de modo a verificar se ocorria acumulação, ao longo do tempo, da proteína de fusão no meio extracelular. Como controlo experimental adicional, foram utilizados extractos proteicos totais e, em algumas experiências, extractos proteicos da membrana externa, de uma cultura de E. coli JM109 transformada com pVUB3 não recombinante. Todos os extractos proteicos utilizados nesta série de experiências foram preparados como descrito no subcapítulo anterior, aplicados em géis de poliacrilamida/SDS e os resultados observados após coloração não específica das proteínas com azul brilhante de Coomassie. Na Fig. 13 é apresentado um gel de proteínas, cujos resultados são representativos desta série de experiências. Do seu conjunto, foram realizadas as seguintes observações:

· duas novas proteínas (assinaladas na Fig. 13), de peso molecular estimado 37 e 41 kDa, são facilmente observáveis nos extractos proteicos correspondentes às culturas induzidas, especialmente após as primeiras 3 horas de indução, parecendo que a proteína de menor peso molecular atinge níveis superiores de expressão;

· para além de visualizadas nos extractos proteicos totais, as duas proteínas induzidas estão presentes nos extractos da membrana externa, pelo que se conclui que são translocadas para a superfície da célula bacteriana (ver Fig. 13);

· apesar de visíveis nos extractos proteicos totais, especialmente a de menor peso molecular, a presença das proteínas induzidas é melhor evidenciada, tal como seria de esperar, quando se observam extractos da membrana externa, uma vez que o número total de proteínas é bastante menor do que no primeiro caso (ver Fig. 13);
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Figura 13. Pormenor do resultado da separação, por electroforese em gel de poliacrilamida/SDS (em gradiente contínuo 7,5-22,5% (p/v)(, das proteínas de extractos totais e da membrana externa de culturas induzidas e não induzidas de E. coli JM109 pVUB3nef8E5. (1) Marcador de pesos moleculares; (2) Extracto proteico total (PT), imediatamente antes da indução (t0*); (3) PT, cultura não induzida (NI), t5; (4) PT, cultura induzida (I), t5; (5) Extracto proteico da membrana externa (ME), NI, t0; (6) ME, NI, t1; (7) ME, I, t1; (8) ME, NI, t3; (9) ME, I, t3; (10) ME, NI, t5; (11) ME, I, t5. As setas do lado direito da figura assinalam as proteínas induzidas.

(* o numeral imediatamente a seguir ao t (=tempo) refere-se ao número de horas pós-indução com IPTG 0,1 mM(
· embora se assista, relativamente aos extractos proteicos totais, a um enriquecimento relativo das duas proteínas induzidas nos extractos proteicos de membrana externa, estas continuam a estar acompanhadas por uma série de proteínas do hospedeiro, bastante abundantes (Fig. 13);

· a expressão proteica foi máxima 5 horas após a indução, não parecendo haver a ocorrência de mecanismos proteolíticos significativos;

· a expressão das duas proteínas parece ser máxima quando a estirpe bacteriana é crescida a 37(C, com bom arejamento (N=220 rpm), e não se observam melhorias significativas do nível de expressão proteica quando a temperatura de crescimento é reduzida para 30(C após a indução (resultados não apresentados);

· apesar da ocorrência de lise bacteriana após a indução com IPTG, não foi possível evidenciar a presença de uma quantidade significativa de proteínas induzidas ao nível do sobrenadante da cultura, após concentração pela acetona fria, pelo que a quantidade de proteína perdida deste modo não parece ser significativa (resultados não apresentados).

Como se viu, a indução da expressão proteica a partir de pVUB3nef8E5 resulta na produção de duas proteínas diferentes, de peso molecular estimado 37 e 41 kDa. A explicação para tal facto poderá residir nas características, a nível molecular, do próprio sistema de expressão (hospedeiro/vector) seleccionado. Tal como referido no capítulo anterior, os iniciadores utilizados para a amplificação do gene nef8E5 foram construídos de modo a manter a grelha de leitura da porção amplificada e também a criar um codão de terminação (UAG) imediatamente a jusante dessa mesma sequência. Por outro lado, para a expressão em E. coli da proteína de fusão foi seleccionada a estirpe JM109, cujas características genotípicas mais relevantes foram apresentadas anteriormente (ver secção 1.1.1., do capítulo III). Esta estirpe é comummente utilizada em estudos de expressão proteica heteróloga, uma vez que é facilmente mantida no laboratório e não apresenta níveis demasiado elevados de actividade proteolítica. Adicionalmente, possui ainda a vantagem de possuir no seu epissoma o gene lacIq, que é um mutante do gene lacI super-produtor da proteína repressora do operão da lactose. Este facto seria relevante neste sistema, uma vez que, estando a expressão de OprI-Nef dependente de um promotor forte (o promotor híbrido Ptrc), seria conveniente manter a expressão basal da proteína a níveis muito baixos, de modo a impedir ao máximo a ocorrência dos efeitos deletérios, ao nível da viabilidade celular, causados pela expressão e translocação de uma proteína de grandes dimensões para a membrana externa da bactéria. No entanto, esta estirpe bacteriana possui também o alelo supE44, que codifica a síntese de um tipo de ARNtGln supressor do codão de terminação UAG, o que permite, durante a tradução, a introdução de um resíduo de glutamina na cadeia nascente da proteína, ainda que este mecanismo de supressão não seja absoluto, uma vez que o codão de terminação também é reconhecido por factores de libertação que promovem a separação da cadeia polipeptídica e dos ribossomas. Assim, seria possível que houvesse, neste caso, a expressão de duas proteínas de fusão diferentes: a proteína OprI-Nef, propriamente dita, e uma proteína de fusão de maior tamanho, resultado deste fenómeno de supressão do codão de terminação UAG na estirpe JM109 de E. coli. O tamanho teórico esperado para essa proteína é de 300 aminoácidos, uma vez que a tradução prossegue até se atingir um segundo codão de terminação (UAA) já na sequência do próprio vector pVUB3 (ver Anexo I). Este fenómeno foi também observado aquando da construção do vector pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998), já que o processo da clonagem de oprI no sistema pVUB teve como consequência a remoção dos dois codões de terminação naturais desse gene. Esta segunda proteína de fusão tem o peso molecular teórico estimado de 35 kDa, incluindo a porção lipídica, e por isso, para melhor distinção, passará a ser designada por OprI-Nef35.

Resumidamente, a indução da expressão de OprI-Nef em E. coli JM109 pVUB3nef8E5 deu origem à produção de, pelo menos, duas subpopulações proteicas, de pesos moleculares 37 e 41 kDa, estimados a partir da distância de migração em géis de poliacrilamida/SDS. Embora estes valores sejam um pouco superiores aos calculados teoricamente para OprI-Nef e OprI-Nef35 (31 e 35 kDa, respectivamente), a diferença entre os pesos moleculares das duas proteínas mantém-se notavelmente constante. De facto, nas condições experimentais utilizadas, ambas as proteínas de fusão parecem migrar com um peso molecular aparente cerca de 6 kDa superior ao esperado. Este fenómeno ocorre frequentemente, especialmente em proteínas que sofrem alterações pós-tradução, como é o caso. Cote-Sierra et al. (1998), por exemplo, descreveram que a lipoproteína OprI, expressada a partir de pVUB3, apresenta um peso molecular aparente em gel de poliacrilamida/SDS de 14 kDa, sendo o valor esperado de apenas 10,7 kDa. Para além das próprias condições experimentais utilizadas, este facto poderá ainda estar relacionado com o grau e natureza das modificações bioquímicas sofridas pelas proteínas após a tradução. Como foi referido anteriormente, desconhece-se, neste caso, qual o grau de acilação sofrido por OprI após expressão em E. coli e também qual a natureza química precisa dos resíduos de ácido gordo adicionados. Por outro lado, devemos ainda levar em linha de conta que a determinação de pesos moleculares de proteínas a partir das distâncias migradas após electroforese em gel de poliacrilamida/SDS constitui apenas uma estimativa relativamente grosseira dos valores reais, dada a introdução inevitável de erros experimentais de vária ordem. As duas proteínas induzidas têm a sua expressão máxima 5 horas após o início da indução e são translocadas para a superfície bacteriana, uma vez que foram facilmente evidenciadas em extractos proteicos da membrana externa, nos quais se encontram acompanhadas por um abundante conjunto de proteínas do hospedeiro (Fig. 13). Para terminar, é de referir que a proteína de menor peso molecular parece atingir níveis superiores de expressão, o que faz sentido se considerarmos uma maior eficiência dos factores de terminação da estirpe JM109 no reconhecimento do codão de terminação UAG durante a tradução, comparativamente à sua supressão pelo ARNtGln mutante.


Com o objectivo de se confirmar a identidade das duas proteínas de 37 e 41 kDa induzidas em E. coli JM109 pVUB3nef8E5, prosseguiu-se para a realização de experiências de detecção imunológica de epitopos de OprI e Nef por Western blotting. Para tal, procedeu-se primeiramente à optimização de alguns parâmetros importantes neste tipo de experiências, nomeadamente, as condições de transferência em campo eléctrico das proteínas do gel de poliacrilamida/SDS para membranas de nitrocelulose, o bloqueio dessas membranas após transferência das proteínas, a diluição dos anticorpos primários e secundários em utilização, as condições de incubação para as reacções imunológicas e, finalmente, o método de detecção da actividade da enzima presente nos conjugados. Para a realização destas experiências de imunodetecção, foram utilizados extractos proteicos totais e da membrana externa de culturas induzidas com IPTG 0,1 mM (3 horas) e, por vezes, como controlo, extractos proteicos de E. coli JM109 pVUB3, preparados nas mesmas condições. Como controlo negativo foram utilizados, em cada caso, os extractos proteicos correspondentes, mas de culturas não induzidas, crescidas nas mesmas circunstâncias experimentais. Avaliou-se igualmente o grau de reconhecimento imune das proteínas induzidas por diversos anticorpos primários, designadamente, o anticorpo monoclonal QB2, um anticorpo anti-OprI de P. aeruginosa PAO1 (Cornelis et al., 1996), os anticorpos monoclonais anti-Nef EH1 e 6.2 e um soro policlonal anti-Nef do VIH-1 subtipo B, com origem no NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, E.U.A. Como anticorpo secundário, foram utilizados dois anticorpos diferentes, dependendo da origem biológica dos anticorpos primários usados previamente, conjugados com a enzima peroxidase de rábano picante. Por fim, testaram-se também alguns substratos para a revelação da actividade da peroxidase, nomeadamente, o luminol (sistema SuperSignal(, Pierce, E.U.A.), o 4-cloro-1-naftol/H2O2 (Sigma, E.U.A.) e o DAB/H2O2 (sistema FAST(, Sigma, E.U.A.), tendo sido seleccionado este último, tal como referido no subcapítulo “Materiais e métodos”.


Os resultados obtidos nas experiências de imunodetecção por Western blotting permitiram evidenciar as duas proteínas induzidas de 37 e 41 kDa, anteriormente observadas em gel de poliacrilamida/SDS (Fig. 14). Para além destas, mais duas proteínas foram sempre detectadas nas várias experiências realizadas: uma de peso molecular um pouco menor que OprI-Nef e outra de peso molecular aproximado 23-25 kDa. Estas quatro proteínas foram detectadas consistentemente com todos os anticorpos primários utilizados (anti-OprI e anti-Nef), embora, em relação aos anticorpos anti-Nef, os resultados mais evidentes tivessem sido obtidos com a utilização do soro policlonal. Possuindo aparentemente determinantes antigénicos quer de OprI, quer de Nef, as duas proteínas de menor peso molecular deverão corresponder a produtos específicos de degradação proteolítica das proteínas de fusão OprI-Nef e/ou OprI-Nef35. Tal como anteriormente já observado em gel de poliacrilamida/SDS, atingiram-se níveis superiores de expressão de OprI-Nef, relativamente à sua congénere resultante da supressão do codão de terminação UAG, o que pôde ser facilmente comprovado pela observação da intensidade das colorações das bandas correspondentes nos diversos immunoblots realizados (ver Fig. 14). Outra conclusão interessante retirada desta série de experiências é que, apesar da utilização de uma estirpe bacteriana super-produtora do repressor Lac e da presença adicional do gene lacIq no próprio vector pVUB3, ocorre expressão basal da proteína de fusão em condições de não indução (Fig. 14). Um fenómeno similar tinha sido já evidenciado para este mesmo vector, relativamente à expressão de outros derivados proteicos de OprI (Cote-Sierra et al., 1998). Para finalizar, é de realçar que a utilização, como controlo, de extractos proteicos da membrana externa de uma cultura induzida de E. coli JM109 transformada com o vector pVUB3 permitiu verificar a expressão e translocação de OprI para a superfície bacteriana, sendo também neste caso observada a expressão basal da proteína, em condições de não indução (Fig. 14). Nas condições experimentais utilizadas, esta lipoproteína apresentou um peso molecular aparente superior a 14,3 kDa, sendo difícil, no entanto, a realização de estimativas mais correctas, dado o modo difuso como se apresenta a banda correspondente (ver Fig. 14). Em determinadas experiências realizadas, devido a 
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Figura 14. Resultados de duas experiências de imunodetecção realizadas, respectivamente, com o anticorpo monoclonal anti-OprI QB2 (diluição, 1:500) e com um soro policlonal anti-Nef (diluição, 1:3000), após transferência de Western das proteínas de extractos totais e da membrana externa de culturas induzidas e não induzidas de E. coli JM109 pVUB3nef8E5. Os conjugados foram utilizados numa diluição de 1:600 e 1:1000, respectivamente, e o sistema de revelação foi o FAST( (Sigma, E.U.A.). Estão assinaladas na figura as bandas correspondentes às proteínas OprI-Nef35 e OprI-Nef. (1) Extracto proteico total (PT), cultura não induzida (NI); (2) Extracto proteico da membrana externa (ME), NI; (3) Controlo (extracto proteico da membrana externa de uma cultura de JM109 pVUB3), NI; (4) PT, cultura induzida (I), 3 horas após a indução com IPTG a 0,1 mM (t3); (5) ME, I, t3; (6) Controlo, I, t3.

fenómenos deste tipo, foi necessário recorrer à comparação directa dos immunoblots com as membranas de nitrocelulose correspondentes, não incubadas com os anticorpos anti-Nef e anti-OprI e apenas coradas com tinta-da-China. Esta comparação permitiu realizar a localização inequívoca das proteínas detectadas imunologicamente, no perfil proteico obtido após separação por electroforese.

3. Conclusões

Em conclusão, pode afirmar-se que a expressão em Escherichia coli JM109 da proteína Nef do VIH-1 como uma proteína de fusão com a lipoproteína OprI da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa, a partir do sistema de expressão “transportador-adjuvante” pVUB3, resultou na produção de duas subpopulações proteicas diferentes. Uma delas, atingindo níveis superiores de expressão, corresponde a uma proteína de fusão de 265 aminoácidos e peso molecular teórico de 31 kDa, resultado da paragem da tradução no codão de terminação UAG, adicionado imediatamente a jusante da construção híbrida oprI-nef em pVUB3. A segunda, produzida em menor quantidade, corresponde a uma proteína de fusão de 300 aminoácidos e peso molecular teórico de 35 kDa, resultante de um fenómeno de supressão do codão de terminação UAG, uma vez que a estirpe JM109 possui a mutação supE44. Neste caso, dá-se a terminação da tradução num codão stop UAA localizado já na sequência do próprio vector pVUB3, o que resulta na adição de 35 resíduos de aminoácidos à sequência da proteína OprI-Nef. Em termos práticos, foi observado que ambas as proteínas migram em gel de poliacrilamida/SDS um pouco mais atrasadas do que seria de esperar (o peso molecular estimado a partir dos géis é superior em cerca de 6 kDa), o que poderá estar relacionado com as condições experimentais utilizadas ou a influência dos grupos acilo na própria migração, para além dos erros intrínsecos associados à realização de tais estimativas. As duas proteínas induzidas atingem níveis superiores de expressão após 5 horas de indução com IPTG 0,1 mM, condições experimentais que correspondem também às menores taxas de viabilidade celular observadas, provavelmente correlacionadas com o nível de expressão atingido e com propriedades do próprio produto proteico expressado.

De modo a proceder-se à confirmação da identidade das duas proteínas produzidas após indução da estirpe de E. coli JM109 pVUB3nef8E5, realizaram-se experiências de imunodetecção (Western blotting). Determinantes antigénicos de ambas as proteínas foram reconhecidos imunologicamente por anticorpos anti-OprI e anti-Nef, tanto em extractos proteicos totais, como em extractos proteicos da membrana externa, o que permitiu concluir que as proteínas de fusão são para ali translocadas, sendo expressadas ao nível da superfície bacteriana. Para além daquelas, duas outras proteínas de menor peso molecular foram consistentemente detectadas nestas experiências, parecendo corresponder a produtos específicos de degradação proteolítica. Observou-se também a expressão basal, pré-indução, das duas proteínas de fusão, especialmente de OprI-Nef, provavelmente devido ao facto dessa expressão em pVUB3 estar dependente do promotor forte Ptrc.

Por fim, deve salientar-se que, comparativamente aos extractos proteicos totais, a preparação de fracções proteicas da membrana externa permite realizar um enriquecimento relativo das duas proteínas de fusão induzidas a partir de pVUB3nef8E5, permanecendo estas, no entanto, abundantemente contaminadas com proteínas do hospedeiro com a mesma localização celular. Assim, a preparação de fracções proteicas da membrana externa não é, por si só, uma técnica adequada à obtenção de extractos proteicos suficientemente puros para a posterior utilização em experiências de imunização em modelo animal, o que levou a considerar o planeamento de protocolos alternativos de purificação proteica.
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