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RESUMO

O retrovirus linfotropico de células T humanas tipo 1 € o agente etiologico da leucemia das células T do adulto e da paraparesia
espdstica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. O genoma proviral é composto por 9.032 pares de bases, contendo genes
estruturais e regulatorios. A glicoproteina transmembrana gp 21 € codificada pelo gene estrutural env. O desenvolvimento de
metodologias para a expressdo heteréloga de proteinas, assim como a obtencdo de uma linhagem celular que expresse a gp 21
recombinante constitutivamente sio os principais objetivos do trabalho. O fragmento codificante da gp 21 foi amplificado por
Nested-PCR e clonado no vetor pCR2. 1-TOPO. Posteriormente, foi realizada a subclonagem no vetor de expressio pcDNA3.1+. A
transfec¢do da linhagem celular de mamiferos HEK 293 foi realizada de maneira transitoria e permanente. A produg¢do da gp 21
recombinante foi confirmada por citometria de fluxo e a linhagem celular produtora serd utilizada em ensaios de imunogenicidade.

Palavras-chaves: Glicoproteina transmembrana. HTLV-1. Clonagem. Expressdo de proteinas.

ABSTRACT

The retrovirus HTLV-1 is the etiological agent of the adult T-cell lenkemia and HTLV-1 associated myelopathy/tropical spastic paraparesis.
The proviral genome has 9,032 base pairs, showing regulatory and structural genes. The env gene encodes for the transmembrane
glycoprotein gp 21. The development of methodologies for heterologous protein expression, as well as the acquisition of a cellular line
that constituently expresses the recombinant, were the main goals of this work. The DNA fragment that encodes for gp 21 was amplified
by nested-PCR and cloned into a pCR2.1-TOPO vector. After which, a sub-cloning was realized using the expressing vector pcDNA3.1+.
The transfection of mammalian cells HEK 293 was performed transitorily and permanently. Production of the recombinant gp 21 was
contfirmed by flux cytometry experiments and the cell line producing protein will be used in immunogenicity assays.

Key-words: Transmembrane glycoprotein. HTLV-1. Cloning. Protein expression.

0 virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTIV-1) é
considerado o agente causador da leucemia/linfoma de células
T do adulto (ATLL)'® e da paraparesia espdstica tropical (TSP),
também conhecida como mielopatia associada ao HTIV-1
(HAM)®. Sua transmiss@o se dd por contato sexual, por transfusio
de sangue e de seus componentes celulares, entre usudrios de
drogas injetdveis e, principlamente, via amamentacio. A célula
alvo a0 ser infectada tem suas vias de ativacdo e morte celular

alteradas pela incorporacdo do material genético do virus,
passando a produzir as proteinas virais. O genoma proviral do
retrovirus HTIV-1 é composto por 9.032 pb" e contém genes
estruturais e regulatorios. O gene estrutural env codifica as duas
glicoproteinas que constituem o envelope viral. O envelope do
HTLV-1 € o primeiro elemento a interagir com a célula-alvo e
desempenha um papel crucial no processo de infeccio pois
permite a entrada do retrovirus na célula. As glicoproteinas
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sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico inicialmente como
uma poliproteina precursora: a gp 61. Posteriormente, essa
poliproteina é levada ao complexo de Golgi onde é glicosilada e
clivada pela acdo de uma protease celular, gerando duas
subunidades. A primeira é a glicoproteina de superficie (gp 46)
responsdvel pela ligacdo do retrovirus ao receptor da célula
alvo, e a segunda € a glicoproteina transmembrana (gp 21)
responsével pela fusdo do envelope viral com 2 membrana da
célula-alvo®.

As glicoproteinas e seus fragmentos jd foram expressados
em bactérias'”, em leveduras', em células de insetos' ' e em
células de mamiferos’. Além de usarem diferentes sistemas de
expressao, estes trabalhos também diferem quanto a utilizagao
dos produtos recombinantes; as glicoproteinas do envelope do
HTIV-1 podem ser incorporadas as reaces bioquimicas in vitro,
com o objetivo de estudar a formacéo de sincicios e a entrada
do virus nas células alvo*, podem ser utilizadas no diagndstico
dainfeccio pelo HTLV-1'"! ou podem ser utilizadas em protocolos
de imunizagio experimental de animais, com o objetivo de
produzir uma vacina recombinante contra o virus’.

0 objetivo do trabalho é a expressdo in vitro da gp 21 do
envelope do HTLV-1 em células de mamiferos. A obtengdo de uma
linhagem celular que expresse constitutivamente a proteina
recombinante serd de grande utilidade para a realizacio de ensaios
de imunogenicidade e no diagndstico da infeccio pelo HTLV-1.

MATERIAL E METODOS

Isolamento, amplificacio e preparacio do
fragmento referente a gp 21. O fragmento codificante
dagp 21 foi amplificado por Nested-PCR, a partir do
DNA proviral, com a utilizacdo dos primers
5"-CCTGTTCCCACCCTAGGATCC-3" € 5'-GAAGTTGCTGCAGGAGAAGGAG-3' Na
primeira reacdo, € 5-GAATTCCATGGGAGCCGGAGTGGCTGGC-3 e
5'-GCGGCCGCTTACAGGGATGACTCAGGTTTTATAAG-3" na seunda reacdo. A
seqiiéncia de nucleotideos utilizada para o desenho dos
primers foi a do protétipo ATK-1, depositada no GenBank
sob o nimero de acesso J02029, referente a0 genoma
completo do HTLV-1. O par de primers utilizado na segunda
reacdo foi responsdvel pela adi¢io das seqiiéncias
codificantes dos sitios de restricio das enzimas EcoRI na
regido terminal 5’ e Nofl na regido terminal 3’ do fragmento
amplificado. O produto da PCR foi submetido 2 extragio com
fenol — cloroférmio, seguida de precipitacio com acetato de
sodio 2M. O DNA precipitado foi diluido com 40uL de dgua
estéril.

Clonagem e subclonagem do fragmento de interesse
em vetores plasmidiais. O fragmento codificante da gp 21 foi
clonado no vetor pCR2.1TOPO (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil)
conforme as instrucdes do fabricante. Bactérias Escherichia coli
dalinhagem DH5a (Clontech, Heidelberg, Germany) competentes
foram preparadas e transformadas com o vetor recombinante
pelo método do cloreto de cdlcio gelado por meio do choque
térmico'?, de acordo com protocolos ja descritos®. A cultura foi
submetida 2 minipreparacio de plasmideo, realizada com a
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utilizacdo do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (50) (Qiagem,
Hilden, Germany), segundo as instrucdes do fabricante. O
fragmento codificante da gp 21 contido no vetor recombinante
foi digerido usando as enzimas de restricio EcoRI e Nofl na
mesma reacio, que foi processada a 37°C durante 3 horas. O
fragmento liberado foi purificado do gel de agarose com a
utilizacdo do QUIAEX II Gel extraction kit (Qiagem, Hilden,
Germany), conforme as instrugdes do fabricante e,
posteriormente, foi clonado no vetor de expressdo em células
de mamiferos pcDNA3.1+ (Invitrogen, So Paulo, Brazil). O vetor
de expressao foi primeiramente linearizado com as enzimas de
restricio EcoRI e Nofl. Ap6s a purificagio por meio da extragio
com fenol-cloroférmio, a desfosforilacio foi realizada com a
utilizacio da enzima fostatase alcalina proveniente de camario,
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (USB Corporation,
Cleaveland, USA). A reacio foi conduzida a 37°C durante 1 hora.
A enzima foi desativada por incubagio a 65°C, durante 15
minutos. A ligacdo do vetor com o fragmento previamente
preparado foi realizada com a utilizacio de da enzima T4 DNA
ligase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), conforme as instrugdes
do fabricante. Bactérias Escherichia coli da linhagem DH5a
competentes foram preparadas e transformadas com o vetor
recombinante, conforme descrito neste mesmo item.

Seqiienciamento do fragmento inserido no vetor
recombinante. Para o seqiienciamento foi utilizado o ABI Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit
(Applied Biosystems, Foster City, USA). O protocolo da reacio
foi conduzido conforme as especificacdes do fabricante. Foram
feitas duas reacdes: a primeira com o primeruniversal T7 sense
e asegunda com o primeruniversal BGH anti-sense. Os produtos
das reacoes foram submetidos a precipitacio com acetato de
potdssio 3M e etanol absoluto. A eletroforese foi conduzida no
aparelho ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biossytems,
Foster City, USA), usando gel de poliacrilamida a 4%, com 6M
de uréia, a 1.500V, temperatura de 51°C, durante 6 horas. Os
eletroferogramas obtidos foram analisados por meio do software
ABI Analysis Data Collection e posteriormente convertidos em
seqiiéncias de nucleotideos por meio do software DNA
Sequencing Analysis Software Versio 3.3. A montagem das
seqiiéncias consenso foi realizada pelo software Sequencher
versdo 4.05 (Gene Codes Corp, Ann Arbor, USA).

Transfeccdo de células de mamiferos com o vetor
recombinante. As células da linhagem HEK 2937 foram
utilizadas para a expressao da gp 21 e encontram-se depositadas
no American Type Culture Collection (ATCC) sob o nimero de
acesso CRL-1573. A transfeccio transitdria foi realizada por meio
da técnica de lipofeccdo (tranfeccio por lipossomos)® com a
utilizacdo do LipofectAMINE Reagent (Invitrogen, Sio Paulo,
Brazil), conforme as instrugdes do fabricante. Passadas 48 horas,
as culturas foram coletadas pela adi¢do da solucio de tripsina
(0,25% (v/v) tripsina, ImM EDTA.4Na) e lavadas duas vezes
com tampao PBS. A transfec¢do permanente foi realizada por
meio da técnica de eletroporacdio®. As cubetas foram adicionados
2,0x107 células e 15ug de DNA. A eletroporagio foi processada
a 1,2 Kv, 200 ohms e 10uF. Apés 10 dias de tratamento da cultura
com 800ug/mL do antibiGtico geneticina G418, observou-se o
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aparecimento de clones isolados que foram coletados para a
expansio. Culturas semiconfluentes foram coletadas e
utilizadas para a andlise.

Analise da expressio do RNAm codificante da
glicoproteina transmembrana. A extragiio do RNA total
das células transfectadas foi feita com utilizacio do
RNAsy Mini Kit (Qiagem, Hilden, Germany) de acordo com
as instrucoes do fabricante. O RNA extraido foi
utilizado na PCR como template para controle da
contaminacdo com DNA gendmico. Os primers
5-GATTOCATGGGAGOUGGAGTGGCIGECS € 5-GOGGO0GCTTACAGGGATGACTCAGGTTTTATAG 3
foram utilizados. A andlise da expressio do RNAm foi
realizada por RT-PCR. O cDNA foi produzido com o primer
anti-sense 5-6C66CCGCTTACAGGGATGACTCAGGTTTTATAAG-3" POT meio
da utilizacdo do kit Superscript II (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brazil), conforme as instru¢des do fabricante. A PCR foi
conduzida conforme jd descrito neste item.

Analise da expressio da glicoproteina
transmembrana recombinante. As células tranfectadas
foram analisadas quanto a produgdo da gp 21 recombinante
pela técnica de citometria de fluxo. Foram utilizadas 1x10°
células de cada amostra para o experimento. O sedimento
celular foi ressuspendido com uma solucdo fixadora e
permeabilizadora (paraformaldeido 2% (m/v), EGTA 50mM,
e Triton X-100 0,3% (v/v) em tampdo PBS), que agiu a 37°C
durante 10 minutos. Ap6s a lavagem com tampido PBS, as
células foram submetidas 2 incubacdo com a solu¢io de
bloqueio (albumina de soro bovino 2% (m/v), soro de cabra
5% (v/v) em tampao PBS) a 37°C durante 1 hora. A marcacdo
com o anticorpo primdrio monoclonal anti gp 21 de HTIV-1,
produzido em camundongo (NEN Life Science Products,
Boston, USA) (diluido 1:100 em solucdo de bloqueio), foi
realizada também a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, as
células foram lavadas com tampdo PBS e o anticorpo
secunddrio anti-IgG de camundongo conjugado com FITC (GAM
— Goat antimouse 1gG FITC) (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA) foi adicionado, agindo por 15 minutos a temperatura
ambiente sob o abrigo da luz. Apés duas etapas de lavagem
com tampao PBS as células foram analisadas pelo software Cell
Quest no aparelho FAC Sort (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA). Como controle positivo foram utilizadas células da linhagem

MT-2, que possuem o genoma do HTLV-1 inserido em seu
material genético. Para o controle negativo da producio da
proteina recombinante foram utilizadas células HEK 293 nio
transfectadas.

RESULTADOS

0 fragmento génico correspondente 2 regifio codificante
da gp 21 foi amplificado por Nested-PCR, inserido no vetor
de clonagem pCR2.1TOPO e subclonado no vetor de
expressdo pcDNA3.1+, com a utilizacdo das enzimas de
restricdo EcoRI e Nofl. A presenca do fragmento codificante
da gp 21 no vetor de recombinante foi confirmada por meio
do seqiienciamento de nucleotideos. A Figura 1 mostra o
eletroferograma que representa parte da seqiiéncia obtida
quando utilizado o primerT7 sense, indicando a localizacdo
do c6don iniciador da traducio.

0 vetor recombinante, depois de confirmado, foi inserido
em células de mamiferos da linhagem HEK 293. A transfec¢do
transitoria foi realizada e ap6s 48 horas de cultivo com meio
de cultura apropriado, as células foram coletadas para as
andlises. Clones isolados foram observados na transfeccdo
permanente ap6s 10 dias de tratamento das células com o
antibidtico. Depois de isolados e expandidos, os clones foram
novamente coletados para as andlises. O RT-PCR foi realizado
e um fragmento de 506pb foi amplificado (tamanho
aproximado da gp 21 contendo as seqiiéncias codificantes
dos sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e Nofl)
indicando a presenca do RNAm codificante da gp 21, como
mostra a Figura 2. A expressao transitéria do RNAm
codificante da gp 21 ndo foi observada.

As células tranfectadas foram analisadas também quanto a
producdo da proteina recombinante, por meio da técnica de
citometria de fluxo. Primeiramente, foram analisadas células da
linhagem MT-2 (que possuem o genoma do HTTV-1 inserido em seu
material genético) para o controle positivo da producio da gp 21.
Células da linhagem HEK 293 ndo transfectadas foram utilizadas
como controle negativo. Os resultados obtidos com as amostras da
transfeccio permanente e transitoria, respectivamente, se encontram
representados no grifico da Figura 3; 64% das células da cultura
mista e 48% das células do clone isolado apresentaram fluorescéncia,
indicando a expressdo da proteina recombinante.

E Chromatograms from Contig[0001]

Figura 1 - Eletroferograma representando parte da seqiiéncia obtida por meio do seqiienciamento do fragmento inserido no vetor recombinante
PCcDNAgp21HTLV-1 com o primer universal T7 sense. O codon iniciador da tradugao, referente ao inicio da gp 21, encontra-se em destaque.
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Figura 2 - Andlise do produto de amplificacio por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v). Coluna 1: RT-PCR de células HEK 293 nao transfectadas. Coluna 2: RT-PCR de
células HEK 293 transfectadas com o vetor recombinante (expressio transitoria). Coluna 3:
RT-PCR de células HEK 293 transfectadas com o vetor recombinante (expressio
permanente — clone no. 7). Coluna 4: RT-PCR de células HEK 293 transtectadas com o
vetor recombinante (expressio permanente — clone no. 10). Coluna 5: RT-PCR de células
HEK 293 transfectadas com o vetor recombinante (expressio permanente — clone no.
12). Coluna 6: Controle negativo da reagio (mistura reacional sem adi¢io de DNA).
Coluna 7: Controle positivo da reacdo (DNA proviral usado como template). Coluna 8:
Marcador de peso molecular II (Boehring Mannhem Gmbh — Germany).
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Figura 3 - Representacio grafica da analise das células transtectadas quanto a producio da gp 21 recombinante.
Quadro 1: Células HEK 293 transfectadas analisadas apos 48 horas do cultivo com meio DMEM suplementado,
marcadas com os anticorpos primario monoclonal e secundirio. Quadro 2: Células HEK 293 transfectadas analisadas
apos 10 dias de tratamento com antibiético e marcadas com os anticorpos primdrio monoclonal e secunddrio.

DISCUSSAO

A glicoproteina transmembrana é considerada uma das
proteinas mais imunogénicas do HTLV-1. A obtencdo de uma
linhagem celular que expresse a proteina recombinante
constitutivamente possibilita o estudo mais aprofundado dos
mecanismos que envolvem a gp 21 com a infectividade do virus,
por meio da utilizacio da linhagem celular transfectada em ensaios
laboratoriais de imunogenicidade e de diagndstico. O fragmento
codificante da gp 21 foi clonado em vetores plasmidiais e confirmado
pelo seqiienciamento de nucleotideos. A expressio da gp 21
recombinante foi possibilitada pela utilizagio do vetor de expressao
pcDNA3.1+ sob o controle do promotor de citomegalovirus. Duas
técnicas foram utilizadas para a transfeccio da linhagem celular de
mamifero HEK 293: lipofeccio e eletroporacio. A lipofecciio foi a
mais reprodutivel, rapida e de baixo custo. A transfeccio foi realizada
de maneira transitoria e permanente. Na expressao transitoria nao
foi observada a presenca do RNAm codificante da gp 21,
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provavelmente pela pouca quantidade de células utilizadas na
extragdo do RNA total, e por se tratar de uma cultura mista onde
parte das células ndo tém o vetor recombinante. A proteina
recombinante foi detectada em 64% das células analisadas. Na
transfeccdo permanente trés clones foram analisados quanto 2
producido do RNAm codificante da gp 21; todos sdo positivos. A
proteina recombinante também estd sendo expressada em 48%
das células do clone analisado. Como a técnica utilizada para
essa andlise nao é quantitativa, ndo é possivel afirmar que a
expressdo foi maior nas células da transfec¢do transitria do
que na transfeccio permanente. Também, porque o resultado
se refere a amostragem utilizada e nio ao total de células. Uma
linhagem celular que expresse a proteina recombinante de
maneira definitiva serd estudada.

Por fim, pode-se concluir que tanto a cultura mista
(expressdo transitoria) quanto o clone (expressao permanente)
analisados demonstraram uma significativa porcentagem de
células expressando a gp 21 do HTIV-1 recombinante.
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