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Clonagem e expressao da glicoproteina transmembrana do
virus linfotropico de células T humanas em sistema procarioto

Cloning and expression of the transmembranic glycoprotein from human T cell
lymphotropic virus in a prokaryotic system

Elisa Maria de Sousa Russo-Carbolante!, Flora Cristina Lobo Penteado!?,
Luciene Medeiros!, Simone Kashima!, Oswaldo M. Takayanagui® e Dimas Tadeu Covas'*

RESUMO

O HTLV-1 é o virus causador da leucemia/linfoma de célula T no adulto e de uma desordem neuroldgica conbecida por mielopatia associada
ao HILV ou paraparesia espdstica tropical. Um dos modos de transmissdo € pelo sangue contaminado e seus subprodutos e, devido ao risco de
infecgoes associadas ao HILV sua pesquisa na triagem de doadores de sangue foi introduzida no Brasil a partir de 1993. Os kits diagndsticos
utilizados nos bancos de sangue nacionais sdo na sua maioria comprados de empresas estrangeiras. O Brasil ndo detém a tecnologia para
produgdo deste material e hd a necessidade de produgdo de sistemas de diagndstico com tecnologia nacional. Neste trabalho, mostramos a
expressdo da gp21/HTLV-1 em Escherichia coli e sua reatividade frente a anticorpos monoclonais e de pacientes infectados. Expressar tais
proteinas é o primeiro passo para obtengdo de conjuntos diagnosticos com tecnologia brasileira.

Palavras-chaves: gp21. HILV-1. Proteinas recombinantes. Expressdo heterologa.

ABSTRACT

HTLV-1 is the virus that causes T cell lymphoma/lewkemia in adults and a neurological disorder known as HILV-associated myelopathy or tropical
spastic paraparesis. One of the transmission means is through contaminated blood and its byproducts. Because of the risk of HILV-associated
infections, screening for HILV was introduced for Brazilian blood donors in 1993. Most of the diagnostic kits used in the national blood banks are
bought from foreign companies. Brazil does not have the technology to produce this material and there is a need to produce diagnostic systems with
national technology. In this stud), we show the expression of gh21/HILV-1 in Escherichia coli and its reactivity towards monoclonal antibodies and the
antibodies of infected patients. Expressing these proteins is the first step towards obtaining diagnostic kits with Brazilian biotechnology.

Key-words: gp21. HILV-1. Recombinant proteins. Heterologous expression.

especifica, 850.000 a 2,5 milhdes destas pessoas estdo no Brasil* ")
isso nos torna o pais com o maior numero de casos absolutos

0 HTIV foi o primeiro retrovirus humano a ser descoberto® 2,
0 HTIV-1 é o agente etiologico de, no minimo, duas doencas

diferentes: leucemia/linfoma de célula T no adulto® (ATL) e uma
desordem neuroldgica conhecida por mielopatia®® associada ao
HTLV ou paraparesia espdstica tropical’'® (HAM/TSP). O HTLV-1
€ o tnico retrovirus conhecido como agente etioldgico do cincer
humano. O potencial patogénico do HTLV-2 é mais incerto,
mas acumulam-se dados indicando sua associagio a diversas
patologias > 671214181924

Estima-se que mais de 20 milhdes de pessoas ao redor
do mundo estejam infectadas pelo HTLV* % e, de acordo com
os diferentes relatos de prevaléncia publicados na literatura

de HTLV.

De 20 a 60% das pessoas transfundidas com componentes
sanguineos celulares infectados por HTLV-1 ou 2 tornar-se-o
infectadas’® e entre estas de 2-5%, principalmente aqueles
infectados pelo HTIV-1, desenvolverdo ATL, HAM/TSP ou outra
doenca associada. Apés a infeccdo se estabelece um estado
perpétuo de carreador viral. O virus fica presente como provirus
incorporado no DNA cromossomal de linfécitos T.

0 HTLV é classificado como um membro da familia
Retroviridae, da subfamilia dos oncovirus. Este virus tem um
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genoma retroviral complexo que codifica proteinas estruturais e
enzimdticas sendo constituido por uma fita dupla de RNA com um
comprimento de 8,5 a 9,0kb. O mapa genético do HTLV contém
quatro regides codificantes principais (gag, pro, pol e env) e
também possui uma regifio na regido 3’ denominada pX que
codifica duas proteinas regulatorias, Tax e Rex e outras proteinas
adicionais cujas funcGes estdo sendo investigadas®. O genoma
do HTLV possui ainda, nos seus terminais 5 e 3’, as regioes
chamadas LTR (long terminal repeat) que contém o promotor
e outros elementos reguladores. As proteinas estruturais siao
codificadas pelos genes gag e env. Os genes estruturais codificam
poliproteinas que quando processadas geram as proteinas
funcionais. A poliproteina do gag (p55) € clivada pela protease
viral em proteinas da matriz (MA, p19), capsideo (CA, p24) e
nucleocapsideo (NC, p15) e a poliproteina p61 do gene env dd
origem a duas subunidades, a proteina de superficie (SU, gp46)
e uma proteina transmembrana (TM, gp21).

Devido ao risco de infecgdes associadas aos HTLVs a triagem
de doadores de sangue foi introduzida primeiramente no Japdo
em 1986, nos Estados Unidos e Canadd em 1988 e 1999 e na
Franga em 1991. Outros paises adotaram esta medida, inclusive
0 Brasil a partir de 1993'°. Os primeiros testes introduzidos na
metade dos anos oitenta usavam o lisado viral total do HTIV-1
como antigeno. Os ensaios evoluiram e peptideos sintéticos
ou recombinantes foram introduzidos'. Além disso, antigenos
especificos para o HTIV-2 foram incluidos, o que levou a
um aumento da sensibilidade para detec¢do de amostras
contaminadas por HTLV-2. As proteinas usadas como antigenos
de captura nos testes diagndsticos mais modernos para deteccio e
diferenciacio dos HTLV-1 e 2 sdo proteinas e peptideos derivados
dos genes env e gag.

0Os kits diagnésticos utilizados nos bancos de sangue
nacionais s0 na maioria comprados de empresas estrangeiras.
0 Brasil nélo detém esta tecnologia. Existe no pais a necessidade
de producdo de sistemas mais avancados de diagndstico com
tecnologia nacional, que provavelmente, diminuird o custo de
tais produtos de maneira significativa. Para melhoria nos testes
diagnésticos, principalmente os brasileiros, hd a necessidade
da inclusdo de proteinas ou peptideos recombinantes com
seqiiéncias imunogénicas capazes de detectar e discriminar
anticorpos contra diferentes tipos de HTLV com alta eficiéncia,
sensibilidade e exatiddo. Expressar tais proteinas é o primeiro
passo para obtencio de conjuntos diagndsticos com tecnologia
brasileira confeccionados com emprego de biotecnologia.

Mostramos a producdo da gp21/HTIV-1, uma das proteinas
contidas nos kits diagndsticos para deteccio de HTIV-1, e sua reatividade
frente a anticorpos monoclonais e de pacientes infectados.

MATERIAL E METODOS

Obtencdao de DNA. O material genético do virus HTLV-1
foi obtido como DNA proviral a partir do sangue de candidatos
a doadores de sangue do Centro Regional de Hemoterapia do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. O DNA proviral foi
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extraido, a partir das células brancas separadas do sangue
total anticoagulado, usando-se o kit Super DNA straction
quick gene (Analytical Genetic, USA) segundo instrucdes
do fabricante. A concentra¢iio do material foi determinada
espectrofotometricamente a 260nm.

Desenho dos peptideos iniciadores (primers).
Foram desenhados dois pares de primers para que a reagdo de
amplificagfio fosse feita em duas reagdes seqiienciais. A seqiiéncia
de nucleotideos utilizada para o desenho dos primers foi a do
protétipo ATK-1, depositada no GenBank sob o niimero de acesso
J02029, referente a0 genoma completo do HTLV-1. O desenho
dos primers foi feito de modo que os mesmos pudessem ser
utilizados no Sistema Gateway™, Invitrogen (Sdo Paulo, Brasil)
que emprega reacoes de recombinacio baseada nas propriedades
de recombinagio sitio-especifica do bacteri6fago lambda para
inserc@o do fragmento de DNA de interesse nos vetores.

Os primers desenhados contém a seqiiéncia correspondente
do DNA do gene da proteina gp21, a seqiiéncia relativa aos sitios
de recombinagio (atth1 e atth2), a seqiiéncia responsavel pela
ligacio a0 ribossomo (Shine-Dalgarno) e o fragmento Kozac.

Primer sense: - AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCCTGGCCATGGGAG
Primer anti-sense: AGAAAGC TGGGTCCAGGGATGACTCAGGTTT T

attB1: 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT -3’ (forward)

attB2: 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT -3 (reverse)

Amplificacdo e purificacio do fragmento de gp27 do
gene env do HTLV-1. Os fragmentos de DNA foram amplificados
pela reacio em cadeia da polimerase catalisada pela fag
polimerase'’. A amplificacdo foi realizada em duas etapas; na
primeira o material de partida foi 0 DNA gendmico de individuos
contaminados e os primers especificos para a seqiiéncia do
gene foram utilizados. O produto de PCR da primeira reacio
foi usado como material de partida para a segunda reacio e os
primers utilizados foram os attB1 e 2. Nesta segunda etapa, os
sitios de recombinacio sio adicionados. Os produtos de PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampao Tris-acetato 0,04 mol/L, EDTA 0,001 mol/L pH 8,0 (TAE)
e corado por brometo de etidio para visualiza¢io em trans-
iluminador UV.

A totalidade do material obtido por PCR foi aplicada no gel de
agarose low-melting 1% (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). A banda
de interesse foi recortada e o DNA purificado usando o kit Wizard
PCR preps DNA purification System A 2180 (PROMEGA, CA, USA).

Clonagem. Fragmento de gp21 em vetor plasmidial
PCR®2.1TOPO®: o fragmento codificante da gp21 foi clonado
no vetor pCR®2.1TOPO® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil)
conforme as instruces do fabricante. Bactérias Escherichia
coli da linhagem DH50 (Clontech, Heidelberg, Germany)
competentes foram transformadas com o vetor recombinante
por choque térmico. A cultura foi submetida 2 mini preparacio
de plasmideo, realizada com a utilizagio do kit QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagem, Hilden, Germany), segundo as instrugdes
do fabricante. A presenca do fragmento de gp21 foi confirmada
por PCR do DNA plasmidial.
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Reacgoes de recombinacdo do vetor TOPO/recombinante
com o vetor pDonr™221 (recombinagdo BP) e vetores de
entrada (pEntry) com o vetor pDestl5 (recombinagdo LR):
o vetor TOPO recombinante foi linearizado e dosado para ser
utilizado nas reacdes de recombinagio BP. Na recombinagdo
BP um segundo vetor recombinante é criado, chamado vetor
de entrada (pEntry), este vetor possui o inserto e os cassetes de
recombinacio. Para esta reagio foram utilizados 300ng do vetor
pDonr™221 e de 150 a 300ng do vetor TOPO recombinante. A
reagdo foi realizada a 25°C/16h. O vetor obtido foi denominado
pEntry/gp21/HTLV-1 e foi utilizado na transformagio de bactérias
DH5a. para selecionar os clones transformados. Os vetores do
sistema Gateway™ carregam um gene toxico que € retirado
quando acontece a recombinag?o, deste modo, aquelas colonias
que crescerem sdo provenientes de bactérias que carregam o
vetor recombinado. Colonias transformadas foram submetidas
a expansdo clonal em meio LB-Kanamicina liquido, o DNA
plasmidial foi extraido e quantificado para ser utilizado nas
reacdes de recombinagiio LR.

Para a reago de recombinacio, que leva 2 producdo de um
vetor de expressdo, foram usados 300ng do vetor pDest15™ e de
100 a 300ng do vetor pEntry/gp21/HTIV-1. A reacdo aconteceu a
25°C/16h. Este vetor possui o gene da GST que é produzida em
fusdo com a proteina do gene inserido. Como anteriormente, a
reacdo de recombinacio foi usada para transformar bactérias
DH50., foi feita a expansdo clonal e extracdo dos plasmidios que
foram utilizados para transformar bactérias de expressio. O vetor
de expressio criado foi chamado de pDest15gp2 1/HTIV-1.

Bactérias de expressio BL21DE3pLysS ou RosetaDE3pLysS
competentes foram transformadas por choque térmico com o
vetor de expressdo desenvolvido e plaqueadas em LB-ampicilina
overnight a 37°C.

Expressao das proteinas recombinantes. Uma col6nia
carregando o vetor de expressdo recombinante foi inoculada
em meio LB liquido acrescido de ampicilina e incubada a 37°C
sob agitacdo overnight. Um inéculo liquido foi preparado com
1% desse pré-indculo e submetido a crescimento, nas mesmas
condi¢des anteriores, até atingir DO de 0,4 a 600nm. Uma
aliquota deste indculo foi retirada (tempo zero de indugio) e ao
restante da cultura foi adicionado IPTG (isopropil tiogalactosideo)
numa concentragio de ImM para que houvesse a indugio
da expressdo protéica. Foram retiradas aliquotas da cultura
em diferentes tempos de inducio variando de 0 a 4 horas. As
amostras coletadas foram centrifugadas a 500g por 10 minutos
e o sedimento foi ressuspendido em tampio de lise contendo
NaH PO, 50mmol/L, pH 8,0; Img/mL de lisozima, MgCI, 10mmol/
L, coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, Inc, USA) e
20pL/amostra de Triton X100 a 1%. A mistura foi incubada em
gelo por 20 minutos e submetida a 3 pulsos sonicos utilizando-
se o sonic demembrator 100 (Fisher Scientific, NJ, USA). As
preparagdes foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000g, 4°C.
0 sobrenadante corresponde a fracdo de proteinas soliveis e o
sedimento as insoltveis. A fragdo insolivel foi ressuspendida em
tampao Tris-HCI 50mmol/L contendo 6mol/L de uréia, pH 8,0. As
fracdes foram guardadas a -20°C para andlises posteriores.

Avaliacio da expressao. As fragdes de proteinas soliveis
e insoliveis foram analisadas por SDS-PAGE a 12% segundo
descrito por Laemmli®. Para cada um dos diferentes tempos de
inducfo, foram gerados dois géis para analisar as fracdes soliveis
e insoltiveis separadamente.

A confirmacdo da expresso da proteina gp2 1/HTIV-1 foi feita
por reacio antigeno-anticorpo. Para isso, foi feita a transferéncia
das fragdes protéicas separadas no gel de acrilamida para uma
membrana de nitrocelulose usando-se o sistema de eletroforese
mini-PROTEAN 3 system da Bio-Rad (BioRad Laboratories Inc,
USA). A membrana gerada foi deixada em solugio de bloqueio
(albumina de soro bovino 2% (m/v), em tampao PBS) por 48
horas. Apés o bloqueio a membrana foi incubada por 2h a
temperatura ambiente para marca¢do com o anticorpo primdrio
monoclonal anti-gp21 de HTIV-1, produzido em camundongo
(NEN Life Science Products, Boston, USA), diluido 1:1000 em
soluciio de bloqueio. Decorrida a marcagiio, a membrana foi
lavada e incubada por 1 hora com o anticorpo secunddrio anti-
IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Abcam,
Inc, Cambridge, MA, USA) a temperatura ambiente, sob constante
agitacdo. A membrana foi lavada com solugo contendo Tris-HCl
0,1mol/L, NaCl 0,1mol/L e MgCl, 0,05mol/L e a revelagdo foi feita
com NBT/BCIP.

RESULTADOS

0 fragmento génico correspondente 2 regifo codificante
da gp21 foi amplificado por PCR, purificado, inserido no vetor
de clonagem pCR®2.1TOPO® e submetido a reacdes de
recombinacio com os vetores do sistema Gateway™. A presenga
do fragmento codificante da gp21 no vetor de recombinante
foi confirmada por PCR e/ou seqiienciamento de nucleotideos
(dados ndo mostrados). A Figura 1 mostra o fragmento de DNA
correspondente a0 gene da gp21/HTIV-1 amplificado a partir
de DNA gendmico de individuo contaminado e a sua fragdo
purificada.

A B C

Pares bases

1393
1078
872
603
310

Figura 1 - Fragmento de DNA correspondente ao gene da gp21 do HTLV-1
(gel de agarose a 1% corado por brometo de etidio). A - marcador de
peso molecular ®x174; B - fragmento de gp21 do HILV-1; C - fragmento
de gp21 do HTLV-1 purificado.
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Apds amplificacio e purificacio do inserto, procederam-se
as etapas de clonagem e recombinagdo. Em cada uma das etapas
deste processo a inser¢do do fragmento foi verificada por PCR e
observacdo em gel de agarose. A presenca de um fragmento de cerca
de 500pb indica a presenga do fragmento codificante da gp21.

0 vetor recombinante (pDest15gp21/HTIV- 1) foi inserido em
bactérias da linhagem BL2 1DE3pLysS ou RosetaDE3plysS que foram
induzidas 2 expressdo. A andlise da expressao por eletroforese em
acrilamida revelou uma banda de protefnas de cerca de 45kDa que
é 0 tamanho da gp21 mais o GST fusionado na fragdo de proteinas
insoltiveis, enquanto que, na fracio de proteinas soliiveis nenhuma
evidéncia de expressao foi verificada (dados néio mostrados). A
Figura 2 mostra fracGes de proteinas insoltiveis obtidas apds inducio
da expressio protéica das culturas bacterianas.

Foram realizadas reacoes de immunoblotting para confirmar
que a proteina recombinante produzida era de fato a gp21-HTIV-1. A
Figura 3 mostra uma membrana evidenciando a presenga de gp21/
HTIV-1 na fracfio de proteinas insoliveis da cultura bacteriana.
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Figura 2 - Fracées protéicas insoliiveis apos inducio da expressio
de bactérias recombinantes (gel de poliacrilamida a 12% corado
por comassie blue). 1 - marcador de peso molecular de proteinas -
LMW Amersham Biociences; 2-4 perfil da expressio de BL21DE3PlysS
recombinante; 5-7 perfil da expressio RosetaDE3PlysS recombinante.
2 - inducgdo de tempo 0; 3 - inducio 30 minutos; 4 - inducdo 1h; 5 - tempo
zero de inducdo; 6 - trinta minutos de inducdo; 7 - 1h de inducdo.

1 2 3 4 5 6

Figura 3 - Presenca de gp21 do HILV-1 em fracoes de proteinas insoliiveis
com diferentes tempos de inducdo (i lulose marcada
com anticorpo primdrio monoclonal anti-gp21 HTLV-I e revelada por
NBI/BCIP). 1 - tempo de indugio Ob; 2 - tempo de inducdo 30 minut

3 - tempo de inducdo 1b; 4 - tempo de inducdo 2 horas; 5 - tempo de
inducdo 3 horas; 6 - tempo de indugdo 4 horas.
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Para testarmos a capacidade de reconhecer anticorpos no
soro de pacientes alguns testes foram feitos. Soros de paciente
contaminados por HTIV-1 ou de individuos nfo contaminados
foram colocados em contado com o a proteina recombinante
gerada e a reagdo foi revelada. A Figura 4 mostra que a proteina
recombinante desenvolvida é reconhecida pelos pacientes que
sdo HTIV-1 positivos e ndo é reconhecida pelo soro de individuos
néo contaminados.

Figura 4 - Reconbecimento da proteina gp21do HILV-1 por diferentes
anticorpos (1 brana de nitrocelulose marcada com variado anticorpos
primdrios anti-gp21 HILV-I e revelada por NBI/BCIP). 1- pellet de
bactérias BL21 DE3PlysS tempo zero de inducdo/AC 17" monoclonal;
2- pellet de bactérias BL21 DE3PlysS 1h de inducdo/AC 1 monoclonal;
3- pellet de bactérias BL21 DE3PlysS tempo zero de inducio/AC 1 de
paciente HTLV-1 positivo diluido 400 vezes; 4 - pellet de bactérias BL21
DE3PlysS 1h de inducio/AC 17 de paciente HILV positivo diluido 400
vezes; 5 - pellet de bactérias BL21 DE3PlysS 1h de inducdo/AC 17" de
individuo HTLV negativo diluido 200 vezes; 6 - pellet de bactérias BL21
DE3PlysS 1h de inducio/AC de paciente HILV positivo diluido 200 vezes;
7 - pellet de bactérias BL21 DE3PlysS 1b de inducio/AC de paciente HTLV
positivo diluido 600 vezes; 8 - pellet de bactérias BL21 DE3PlysS 1h de
indugao/AC 17" monoclonal.

DISCUSSAO

A glicoproteina transmembrana é uma das proteinas
mais imunogénicas do HTLV-1 e estd presente nos conjuntos
diagnésticos para detecciio de HTLV-1 no soro*!. Neste trabalho,
o fragmento codificante da gp21 foi clonado num vetor de
expressao que permitiu a expressdo da proteina recombinante
por duas linhagens de E coli: BL21DE3plysS e RosetaDE3pLysS.
A expressdo da proteina recombinante pode ser vista a partir de
30 minutos de indugdo e as andlises da expressdo mostraram um
alto nivel de proteina.

Apesar de terem sido utilizados inibidores de proteases
na preparacio das amostras, a total inibicdo da degradacio
protéica nio foi atingida. Isso pode ser evidenciado pelas bandas
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marcadas reveladas abaixo daquelas da gp21. Os processos de
purificacdo, em implantacio, removerdo a marcagio das bandas
de degradacio.

As duas linhagens de bactérias utilizadas expressam
eficientemente a proteina. Em ambas as linhagens a proteina
gp21 do HTIV-1 estd na fracdo insoltivel, nos corpos de inclusio,
independentemente da presenca de GST fusionada com a proteina
recombinante e isso dificulta os processos de separagio.

A proteina recombinante produzida no nosso laboratério pode
ser reconhecida pelos anticorpos de individuos HTIV-1 positivos até a
diluicgo de 1:600 nos testes bioldgicos preliminares. Além disso, no
obtivemos marcagio inespecifica dos soros HTLV-1 negativos testados.

A producio de proteinas recombinantes é uma irea em
crescimento no nosso pais. Desenvolver tais proteinas € o inicio
de um processo que levard a produgzo de conjuntos diagndsticos
nacionais com tecnologia competitiva com 0s estrangeiros.
Relatamos a produgfo da proteina recombinante gp21/HTIV-1
que pode, eventualmente, ser empregada em testes diagndsticos
tipo ELISA, Western Blot ou quimioluminescéncia.
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