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IASMIM SILVA DE MELLO

A vacina contra a febre amarela (FA) é constituida pela particula infecciosa do virus
FA da cepa 17D e atenuada por meio de diversas passagens em células de tecidos
e hospedeiros diferentes. A vacina é altamente eficaz e segura, pois induz a uma
resposta robusta e duradoura no hospedeiro e apresenta uma baixa taxa de efeitos
adversos em vacinados sendo entdo considerada uma das vacinas mais bem
desenvolvidas propostas até hoje. Somando-se a estas caracteristicas, a cepa 17D
tem sido visto como um vetor promissor para a expressao de proteinas heterdlogas.
Nosso laboratério utiliza uma estratégia Unica que consiste na insercdo de cassetes
heter6logos na regido intergénica E/NS1 do genoma viral de FA. O Virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) é um dos virus responsaveis pela maior
pandemia vista até hoje. Diversos esforcos tém sido feitos para o controle da
doenca, porém o tratamento ainda € feito através da terapia antirretroviral (HAART).
Entretanto ainda é possivel que haja falha na terapia, o que justifica a necessidade
do desenvolvimento de uma vacina. Neste trabalho utilizamos a plataforma de
insercdo de cassetes heterdlogos na regido intergénica E/NS1 para expressar as
proteinas do envelope, gp4l, gpl20 e, a associacdo destas, a gp 140 do HIV-1. A
clonagem plasmidial inicial para a obtencdo de cDNA viral recombinante para a
forma nativa ou trimérica da gpl140 foi inviavel. Entretanto, conseguimos virus FA
recombinantes para gp 120 e gp 41, que apresentaram grande instabilidade
genética. Adicionalmente, a deteccdo de um painel de anticorpos monoclonais
especificos para epitopos conformacionais da gp120 detectaram este antigeno em
células Vero indicando que a proteina expressa pelo virus FA adota alguma
conformacdo semelhante a forma nativa. Estes resultados substanciam os estudos
de aprimoramento do vetor FA 17D para expressdo de antigenos de patdgenos

humanos visando seu uso para o desenvolvimento de novas vacinas.
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Expression and characterization of envelope protein gp140 of HIV by the Yellow Fever virus
vaccine 17D
ABSTRACT
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IASMIM SILVA DE MELLO
The yellow fever (FA) vaccine consists in the infectious particle of the FA virus of

strain 17D and attenuated by means of several passages in different tissue cells and
hosts. The vaccine is highly effective and safe induncing a robust and long-lasting
response in the host and presents a low rate of adverse effects in vaccinates and is
considered one of the best developed vaccines ever proposed. In addition to these
characteristics, strain 17D has been seen as a promising vector for the expression of
heterologous proteins. Our laboratory uses a unique strategy consisting of the
insertion of heterologous cassettes in the intergenic E / NS1 region of the viral
genome of YF. The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is one of the
viruses responsible for the largest pandemic seen today. Several efforts have been
made to control the disease, but the treatment is still done through antiretroviral
therapy (HAART). However, it is still possible that therapy fails, which justifies the
need for the development of a vaccine. In this work we used the insertion platform of
heterologous cassettes in the intergenic E / NS1 region to express the envelope
proteins, gp4l, gpl20 and, the association thereof, with HIV-1 gp140. Initial plasmid
cloning to obtain recombinant viral cDNA for the native or trimeric form of gp140 was
not feasible. However, we obtained recombinant FA viruses for gp 120 and gp 41,
which showed great genetic instability. In addition, detection of a panel of monoclonal
antibodies specific for conformational epitopes of gp120 detected this antigen in Vero
cells indicating that the protein expressed by the FA virus adopts some conformation
similar to the native form. These results substantiate the enhancement studies of the
vector FA 17D for the expression of antigens of human pathogens aiming their use

for the development of new vaccines.
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1 INTRODUCAO

1.1 A febre amarelae avacinal1l7D

A histéria antiga da febre amarela (FA) é incerta, devido a inexatiddo nas
descricdes das caracteristicas clinicas e epidemiolégicas. Carter e colaboradores
(1931) encontraram o registro mais antigo em um manuscrito maia descrevendo uma
epidemia com hematémese (vOmito negro, 'xekik') em Yucatan em 1648, e
sugeriram que tanto o virus quanto o vetor mosquito foram introduzidos na Africa
durante o trafico de escravos.

Até o século 20, acreditava-se que a febre amarela era um "miasma"
transmitido pelo ar, proveniente da sujeira, esgoto e matéria organica em
decomposicdo. E a comprovacéo da hipétese de transmissdo por mosquitos, que ja
havia sido sugerida antes por varios medicos, foi introduzida em 1900 quando Walter
Reed e colaboradores realizaram experimentos em voluntarios humanos em Cuba
demonstrando que o agente era um virus filtravel transmitido por mosquitos Aedes
aegypti (Reed, 1911).

O virus da FA pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavirirus, sendo o
virus protétipo do mesmo. Esse género é formado por aproximadamente 80 virus,
sendo a maioria causadores de doencas transmitida por artrépodes e que provocam
sintomas como febre, encefalite e febre hemorragica (Lindenbach& Rice, 2001).
Entre os membros deste género, os principais de importancia médicas sédo o virus
da dengue (DENV- do inglés: Dengue virus), o virus da encefalite japonesa (JEV —
do inglés Japanese encephalitis virus), o virus da encefalite transmitida por
carrapato (TBEV- do inglés Tick-born encephalitis virus), o virus do Oeste do Nilo
(WNV — do inglés West Nile virus), o virus da encefalite Saint Louis (SLEV - do
inglés Saint Loius encephalitis virus) e o virus da Febre Amarela (YFV — do inglés
Yellow fever virus).

O espectro clinico da FA é muito amplo podendo variar de assintomatico ou
sintomas inespecificos como febre alta, calafrios, dor de cabeca, até a forma grave
onde podem ocorrer insuficiéncias hepaticas e renais, ictericia e manifestacoes
hemorragicas podendo levar ao 6bito (Monath, 2001). E a taxa de mortalidade é

estimada entre 20 e 60% (Monath & Vasconcelos, 2015).
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A FA é uma infeccdo zoonotica, mantida na natureza por meio de dois ciclos:
o urbano, que envolve o mosquito Aedes aegypti e o silvestre através de outras
espécies de Aedes spp, na Africa e por mosquitos dos géneros Haemagogus e
Sabethes, no Brasil, que transmitem o virus para espécies susceptiveis de primatas
nao humanos e o homem (Monath &Vasconcelos 2015).

Diante da grande dificuldade no controle do mosquito vetor principalmente
nas areas silvestres, a forma mais efetiva de controle da doenca € a vacina
constituida pela cepa viral FA atenuada 17D, desenvolvida por Max Theiler em 1937
(Theiler & Smith, 1937). A vacina foi feita através de uma atenuacdo empirica pela
passagem de um virus FA selvagem isolado por Adrian Stokes (Stokes et al.,1928) a
partir de um paciente africano chamado Asibi, nome o qual foi atribuido a cepa viral
selvagem. A atenuacéo viral foi realizada em varios tecidos diferentes, incluindo
tecidos embrionarios de camundongos, de galinha e galinhas desnervadas na
tentativa de reduzir o neurotropismo viral. Testes em animais demonstraram que
apos essas diversas passagens em diferentes sistemas de cultivo, o virus havia
perdido o viscerotropismo, 0 neurotropismo e a capacidade de se replicar em
mosquitos (Lloyd et al., 1936). A partir de passagens independentes do virus FA
cepa 17D foram produzidas as subcepas 17DD e 17D-204 que também sao

utilizadas na formulacéo de vacinas.

A vacina é altamente eficaz e tem sido o principal método de controle da
doenca em regides endémicas nos ultimos 70 anos. E capaz de induzir resposta
duradoura com administracdo em dose Unica em cerca de 90% dos vacinados
(Monath& Vasconcelos, 2015). E produzida por meio do sistema de lote semente
para assegurar sua estabilidade genética e seguranca. Cada lote é submetido a
testes de neurotropismo e viscerotropismo em primatas ndo-humanos antes de ser

liberado para a populacdo (WHO, 2010 a).

Apesar de sua seguranca, casos de eventos adversos graves, neuro- e
viscerotropicos decorrentes da vacinacdo, incluindo encefalites, sindrome de
Guillain-Barré e doencas autoimunes tém sido descritos (Oliveira et al.,, 2014);
porém, esses casos parecem estar associados a fatores genéticos do hospedeiro e

ndo a fatores virais que revertessem a atenuacado (Galler et al., 2001).
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1.2 Estrutura do genoma e da particula viral

O genoma dos flavivirus € composto por uma molécula de RNA fita simples
de polaridade positiva, codificando uma Unica fase aberta de leitura, flanqueada por
regides nao codificantes 5'-UTR e 3"-UTR (Lindenbachet al., 2001).

O genoma do virus FA possui 10.862 nucleotideos e codifica para uma Unica
poliproteina que contém segmentos hidrofilicos e hidrofébicos, que quando
transmembranares atravessam a membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
adquirindo uma topologia particular (Figura 1.1). A poliproteina precursora contém
trés proteinas estruturais: capsideo ou C, pré-membrana ou M e envelope ou E,
além de sete proteinas ndo-estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5 (Chambers & Monath, 2003).

O processamento da poliproteina viral é feito por uma peptidase sinal
(signalase) da célula hospedeira, responsavel pela clivagem no limen do RE nos
sitios entre C-prM, prM-E, E-NS1 e NS4A-NS4B, e furina (clivagem prM/M) e pela
protease serinica viral (complexo proteolitico viral), composta pelas proteinas
NS2B/NS3, que se autocliva no citoplasma celular e inicia a clivagem de outros
sitios voltados para a face citoplasmatica, situados entre NS2A-NS2B, NS2B-NS3,
NS3-NS4A, NS4A-NS4B e NS4B-NS5 e é reponsavel pela maturacao das proteinas
virais (Lindenbachet al., 2001).
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(A)

Genes estruturais

Genes nao estruturais

| VI ] v ]
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©)
lamen RE NS1
Q)
-— NS2
T
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NS5
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Figura 1.1 Organizacdo gendmica dos flavivirus e a poliproteina viral.

(A) O genoma viral é formado por ssRNA+ composto por genes que codificam proteinas estruturais
na porcdo 5 -terminal, seguido por genes que codificam proteinas ndo estruturais. (B) A poliproteina
precursora de aproximadamente 3.400 aminoacidos é processada proteoliticamente por proteases
virais no citoplasma e por proteases celulares no limen do RE. Setas pretas indicam os sitios de
clivagem pela proteina NS2B/NS3 na face citoplasmatica. As setas claras indicam os sitios de
clivagem pela signalase celular no limen do RE. O triangulo claro indica o ponto de clivagem pela
protease furina e o tridngulo escuro representa a clivagem por uma protease celular de origem ainda
nao elucidada. (C) Topologia de membrana das proteinas estruturais e ndo estruturais de flavivirus
(Adaptado de Perera & Kuhn, 2008).

1.2.1 Proteinas estruturais

A proteina do capsideo ou C, primeira proteina do N-terminal da poliproteina
precursora, € uma proteina de caracteristicas basicas com aproximadamente 12
kDa, pouco conservada entre os flavivirus e esta envolvida com o empacotamento
do RNA genbmico, formando o nucleocapsideo viral. Existem evidéncias de que a
clivagem coordenada na juncdo prM/C é crucial na montagem da particula viral.
Sabe-se que a clivagem da proteina C no limen do RE é ineficiente caso ndo haja

uma clivagem prévia desta proteina na por¢ao citoplasmatica ancorada a membrana
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do RE, além disso, esse processo de clivagem pode estar ligado a morfogénese viral
(Lobigs et al., 2010).

A proteina de membrana (prM) € uma proteina glicosilada de 19kDa que se
enovela rapidamente no interior do RE e funciona como uma chaperona para auxiliar
no enovelamento da proteina E. Ela se associa a proteina E, formando
heterodimeros e desempenha a importante funcao de proteger o peptideo de fusdo
da proteina E, impedindo que essa proteina se ligue as membranas celulares
guando o virus ainda € imaturo. Durante a via secretéria, a protease celular do tipo
furina cliva a proteina prM dando origem aos homodimeros pr e M isolados,
rompendo assim o heterodimero prM/E. O fragmento pr permanece associado ao
peptideo de fusdo até que a particula viral seja totalmente liberada da célula. O
fragmento M se mantém associado a proteina E, constituindo assim o envelope viral

da particula madura (Figura 1.2) (Yu et al., 2008).
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Figura 1.2 Organizacé&o da particula viral de flavivirus

A) Particula viral imatura (esquerda) e madura (direita). B) Esquema da estrutura cristalogréfica do
homodimero da proteina E, evidenciando os trés dominios: | em vermelho; Il em amarelo; Il em azul;
C) Esquema sobre o rearranjo das proteinas prM e E durante a maturagdo da particula viral. O
fragmento pr (em azul) protege o peptideo de fuséo (em vermelho) da proteina E (em cinza) até que a
particula viral seja liberada da célula hospedeira (Adaptado de Perera & Kuhn, 2008; Heinz & Stiasny,
2012).
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A proteina de envelope E tem aproximadamente 55 kDa e é o principal
constituinte do envelope de flavivirus. Nas particulas virais infecciosas, ela encontra-
se na forma de homodimeros e em cada monémero apresenta trés dominios
protéicos definidos que formam uma estrutura com orientagdo “cabega-cauda”, que
se dispbe paralelamente a superficie do virion. Essa regido é denominada
ectodominio da proteina E (Figura 1.3), e permanece conectada a proteina E através
da haste-ancora (Rey et al., 1995; Allison et al., 1999). Cada subunidade do
ectodominio consiste em trés dominios, ricos em fitas B-pregueadas: dominio |, que
contém o N-terminal e € o dominio central da proteina E; dominio Il, constitui uma
estrutura alongada responséavel pela dimerizacdo, que apresenta o peptideo de
fusdo em sua extremidade e dominio Ill, que possui uma estrutura semelhante a
imunoglobulina e contém o sitio de ligacdo a receptores celulares (Mukhopadhyay et
al. 2005).

Fusion peptide

Figura 1.3 Vista frontal do ectodominio da proteina E do virus da Dengue (DENV) em relagédo a
particula viral. Os residuos de aminoacidos 1-395 estéo representados em um mondmero, sendo 0s
trés dominios evidenciados; dominio | em vermelho; dominio Il em amarelo; dominio Ill em azul; e o

peptideo de fusdo em laranja. (Adaptado de Perera & Kuhn, 2008)

A proteina E desempenha um importante papel na entrada do virus na célula
hospedeira, pois € responsavel pela ligacdo a receptores celulares e fusdo do
envelope viral a membrana (Lindenbach et al., 2007).

As proteinas E e prM possuem no C-terminal uma porcdo hidrofébica
constituindo duas transmembranas (TM1 e TM2) formadas por a-hélices
antiparalelas (Figura 1.1C). Durante a morfogénese viral, tanto a TM1 quanto TM2
ancoram essas proteinas na membrana do RE com seus ectodominios voltados

para fora, desempenhando assim um importante papel na montagem da particula
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viral (Op De Beecket al., 2004). Sabe-se que além da clivagem da prM, a transicao
da forma imatura para a forma madura da particula viral exige mudancas
conformacionais na proteina E, dependentes de pH (Bressanelli et al., 2004). Na
forma imatura, o envelope apresenta espiculas formadas por estruturas triméricas de
heterodimeros prM/E. Na forma madura, o heterodimero prM/E €& rompido e a
proteina E se reorganiza em homodimeros, estabilizados horizontalmente na
superficie viral (Figura 1.2A-C). A maturacdo da particula viral € um evento essencial
para a formacao de particulas infecciosas (Zhang et al., 2004; Perera& Kuhn, 2008).

1.2.2 Proteinas nao estruturais

A proteina NS1 é uma proteina glicosilada de aproximadamente 46 kDa, é
encontrada associada ao RE ou a superficie celular. Ela também pode ser detectada
no meio extracelular uma vez que no processamento da poliproteina viral pode ser
gerada sem a regido ancora transmembrana no lumen do RE. O seu papel na
replicacdo ainda nao foi elucidado, entretanto ela € relevante para o sucesso da
replicacdo (Mackenzie et al., 1996; Muylaert et al., 1997) e para a viruléncia do virus
(Pletnev et al., 1993). Sabe-se que tanto a NS1 secretada quanto a que associa a
membrana s&o altamente imunogénicas e tanto elas quanto o0s anticorpos
produzidos parecem ter um papel crucial na patogénese (Schlesinger et al., 1977;
Henchal et al., 1988; Falgout et al., 1990; Avirutnan et al.,2006).

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo pequenas e hidrofobicas e
possuem sequéncias mais heterogéneas entre os flavivirus. A proteina NS2A é
transmembranar encontrada no complexo replicativo, importante na montagem de
novas particulas virais (Liu et al., 2003; Leung et al., 2008). Esta proteina tem
propriedade de ligacdo ao RNA e, portanto, tem sido proposto que a mesma
desempenharia um papel em conduzir o RNA genbmico para o nucleocapsideo
(Murray et al., 2008). A proteina NS2B tem uma regido central altamente carregada
e conservada flanqueada por segmentos hidrofobicos (Falgout et al., 2011). Ela
exerce funcdo associada a proteina NS3, formando um dominio enzimatico serino-
protease responsavel pelo processamento de todas as proteinas estruturais e néo
estruturais. Além da funcao proteolitica, sugere-se que a interacdo NS2B-NS3 é
responsavel pela localizacdo da maquinaria de replicagcdo nas membranas celulares
(Rice et al., 1996).

A NS3 é uma proteina grande com cerca de 70 kDa e de suma importancia

na replicacdo viral. E constituida de dois dominios, um helicase com atividade
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fosfatase, que tem como funcdo desenrolar a dupla fita de RNA, e o outro serino-
protease que atua no processamento da poliproteina viral, clivando-a nas juncdes
C/C ancora, NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5, assim
como nas regides internas das proteinas C, NS2A, NS4A e NS3 (Valle et al., 1998;
Falgou tet al., 1998).

A NS4A apresenta co-localizagdo com as proteinas NS1, NS3 e NS5
sugerindo que a mesma funcione como uma regido de ancoragem do complexo
replicativo (Lindebachet al., 2007). J& NS4B faz parte do complexo replicativo
interagindo com o dominio helicase da NS3, aumentando sua atividade, pois ajuda
na dissociagcao da NS3 com a fita simples de RNA (Strottmann et al., 2013)

Por fim, a NS5, a maior e mais conservada proteina viral entre os flavivirus,
exerce funcdes de guanilistransferase, metiltransferase e RNA polimerase
dependente de RNA. Ela também interage com a NS3 agindo na replicacdo e
maturacao viral, na interacdo com proteinas de transporte vesicular, na evaséo da
resposta imune e na homeostase celular favorecendo a replicagéo viral (Le Breton et
al., 2011; Morrison et al., 2012).

1.3 Ciclo replicativo dos flavivirus

Os flavivirus ligam-se a superficie da célula hospedeira e penetram através de
endocitose mediada por receptores (Figura 1.4). Apds essa etapa, a formacéo do
endolisossoma promove acidificacdo no interior da vesicula, que acarreta mudanca
conformacional nas proteinas de envelope, reorganizacdo dos homodimeros da
proteina E em trimeros e exposicdo do seu peptideo de fusdo. Estes eventos forcam
a aproximacédo do envelope viral com a membrana endossomal e consequente fusédo
de ambas bicamadas lipidicas, resultando na liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma da célula (Bressanelli et al., 2004).

Apbs a traducéo e processamento da poliproteina precursora viral, a proteina
C, localizada na face citoplasméatica da membrana do RE, associa-se as moléculas
nascentes de RNA gendémico, formando novos nucleocapsideos. Apds a clivagem do
peptideo sinal da proteina prM no limen do RE, esta proteina, associada a proteina
E, causa o brotamento do nucleocapsideo para o interior do RE, formando a
particula viral envelopada imatura. Estas particulas trafegam pela via secretora da
célula, onde sofrem modificagcbes como mudancas conformacionais no heterodimero

prM/E dependentes do baixo pH das vesiculas do trans-Golgi, que expde o sitio de
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clivagem por furina da proteina prM e permite a liberacédo do peptideo pr, resultando
na formacgéo da particula viral madura,sendo liberada da célula por exocitose (Figura
1.4) (Mukhopadhyay et al., 2005).
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Figura 1.4 Ciclo replicativo dos flavivirus. As particulas virais penetram por endocitose mediada
por receptores e, devido a acidificacdo no endolisossoma, ocorre uma mudanca conformacional na
proteina E, que leva a fusdo do envelope viral com a membrana desta vesicula. O RNA genbmico é
liberado no citoplasma e traduzido nas proteinas virais. A replicacdo do RNA genbmico gera novas
cépias do RNA, que sdo empacotadas em nucleocapsideos formados no citoplasma da célula. O
nucleocapsideo brota para o interior do reticulo endoplasmético, formando a particula viral
envelopada imatura, que € transportada pela via secretora da célula. Na rede dotrans-Golgi
(TGN)ocorrema clivagem da proteina prMporfurina e as modificacdes necessérias para a formacéo da
particula viral madura, que é entéo liberada da célula por exocitose. A proteina ndo estrutural NS1 é
liberada para o meio extracelular em associagdo a membrana plasmética ou secretada (Heinz &
Stiasny, 2012).

1.4 Vacinas recombinantes utilizando o virus FA 17D como vetor

A vacina contra FA é considerada uma das vacinas mais eficazes e seguras.
E capaz de induzir uma resposta duradoura com apenas uma dose em cerca de
90% dos vacinados. Sabe-se que o virus atenuado consegue infectar e ativar células
dendriticas via receptores tipo Toll (TLRs- do inglés Toll like receptors), essa
ativacdo leva a producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e TNF -a.
Também € observada a ativacdo de células T CD4+ e CD8+ citotoxicas (Martins et

al., 2007; Miller et al., 2008).
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Diante das boas propriedades imunolégicas o Virus FA 17D tem sido cada
vez mais considerado como um vetor para expressar e induzir imunidade protetora
contra antigenos heterdlogos. Esta abordagem € util, portanto, no desenvolvimento
de novas vacinas recombinantes (Monath et al., 2004; Liniger M et al., 2007).

A genética reversa é uma ferramenta altamente utilizada para a regeneracao
de virus a partir de seu RNA, ela lanca mao, por exemplo, da tecnologia de clones
infecciosos onde € gerado cDNA de diferentes virus de RNA que permite que o
genoma seja manipulado de forma a apresentar modificacbes génicas, delecbes e
insercbes de novos genes. Esses estudos comecaram na década de 80 quando
David Baltimore e Vincent Racaniello demonstraram ser possivel regenerar um
poliovirus, um virus de genoma de RNA fita Unica polaridade positiva, a partir do
cDNA clonado em plasmideos bacterianos, sendo transfectado em células
susceptiveis e assim regenerado (Racaniello& Baltimore, 1981). Esta tecnologia
revolucionou o estudo de virus de RNA tanto de polaridade positiva quanto negativa,
permitindo novas abordagens para pesquisas sobre o ciclo replicativo do virus,
patogénese, determinantes de viruléncia e desenvolvimento de vacinas
recombinantes.

Com isso, esta tecnologia vem sendo explorada desde 1981 e poucos anos
depois, em 1989, Rice e colaboradores a aplicaram no estudo de flavivirus, mais
especificamente no desenvolvimento de um clone infeccioso do virus FA 17D-204.
Devido a grande instabilidade do cDNA contendo o genoma completo de FA, os
mesmos desenvolveram uma tecnologia de clonagem em dois plasmideos que
denominaram: pYF5'3'1V, que contém as extremidades do genoma viral e o
pYFM5.2, que contém a regido central do genoma viral. Estes quando ligados pelos
sitios de restricdo apropriados, formam o genoma viral completo. Atualmente em
nosso laboratério construimos virus FA recombinantes utilizando plasmideos
modificados, chamados pG1/2 e pT3, que foram derivados dos pYF53'IV e
pYFM5.2, respectivamente. Tais modificacdes tornaram o genoma mais semelhante
a cepa 17D (Figura 1.5)(Bonaldo et al., 2000; Galler & Freire, 2001; Jabor, 2001).
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Figura 1.5 Sistema de dois plasmideos que constituem o clone infeccioso do virus FA 17D.

O plasmideo pG1/2 contém as extremidades do genoma viral, enquanto o pT3 contém a parte central
do genoma. A digestéo destes plasmideos com duas enzimas de restricdo apropriadas (Nsi | e Sal 1),
seguido de ligag&o entre os dois plasmideos, e linearizagdo por clivagem em um sé sitio (Xho 1), gera
o0 molde de cDNA contendo o genoma completo do virus FA. Este molde é entdo transcrito in vitro
para obtencdo do RNA gendmico viral, que é transfectado em células Vero, produzindo virus

infecciosos.

Diferentes abordagens para a construcdo de vacinas recombinantes
utilizando o virus vacinal da FA ja foram testadas. Iniciou com a construcao de virus
guiméricos em que 0s genes das proteinas de envelope e prM/M do virus FA 17D
era substituido por genes homologos de outros flavivirus (Bray & Lai, 1991). Outros
avancos aconteceram na pesquisa de vacinas humanas, onde o virus da FA foi
utilizado como vetor de expressdo de epitopos ou de sequéncias de proteinas
heter6logas que foram inseridas entre as sequéncias das proteinas néo estruturais
(Mcallister et al., 2000). Em 2007, nosso laboratério desenvolveu um método de
construcdo de virus vidvel com inser¢cdo de genes inteiros na regido intergénica
entre E/NS1(Bonaldo et al., 2007). Nesse estudo foram construidos virus quiméricos
DENV4-17D e 17D carreando a Green Fluorescent Protein (GFP) (Figura 1.6) e os
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mesmos foram testados quanto a expressdo da proteina, estabilidade genética e
imunogenicidade (Bonaldo et al., 2005).
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Figura 1.6 Modelo de expresséao de proteinas heter6logas na regido intergénica E/NSL1.
Topologia dos elementos haste-ancora (H1, CS, H2, TM1 e TM2) da proteina E e C-terminal da NS1
duplicados, flanqueando a proteina heteréloga, em relacdo a membrana do reticulo endoplasmatico
durante a sintese da poliproteina precursora viral. As setas azuis indicam os sitios de clivagem pela
peptidase sinal celular no lumen do reticulo endoplasmatico (Bonaldo et al., 2007).

Esse tipo de estratégia permite que nesta regido sejam inseridos fragmentos
de aproximadamente 2kb. Foram construidas duas plataformas denominadas MB1 e
MB5 para tal estratégia. Ambas teriam os 9 residuos de aminoacidos da proteina
NS1 do virus da FA (VFA) encontrados no N-terminal da proteina e a porcdo haste
ancora, no caso com a sequéncia da proteina E do virus Dengue 4, no carboxi-
terminal do cassete (Bonaldo et al., 2005). Uma derivacdo desta metodologia foi a
inclusdo de:(1) um dominio para a N-glicosilacdo (NTT) da proteina recombinante,
compreendido entre o motivo N-terminal do cassete com a proteina recombinante e
(2) um dominio que promova a retirada das duas porcdes transmembrana da
proteina recombinante (Trindade, 2011; Santana, 2015). Em MB1, este dominio
consiste em um motivo de clivagem pela pro-convertase celular furina e em MB5,
pelo motivo de desempacotamento do ribossoma, o motivo 2A de picornavirus
(Figura 1.7).
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Figura 1.7 Esquemas representativos das plataformas de expressédo utilizadas para a insercao
de antigenos heterélogos entre as regides E/NS1. Neles estédo representados os principais motivos

funcionais das construcées MB1 e MB5.

Através dessas construcoes, diversos epitopos heterdlogos ja foram expressos
tais como parte de proteina de envelope do Virus da imunodeficiéncia simia (SIV- do
inglés Simian Immundeficient Virus), antigeno de amastigota e proteina p24 de HIV-
1, sendo este ultimo em uma plataforma um pouco diferente da utilizada em nosso
laboratério (Bonaldo et al., 2010; Nogueira et al.,, 2011; Martins et al., 2013a;
Nogueira et al., 2013a; Santana, 2015; Franco et al., 2010).

1.5 Expresséo de proteina de envelope de HIV-1

A Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids- do inglés Adquired
Immunodeficient Syndrome) foi reconhecida pela primeira vez como uma nova
doenca em 1981, quando um nuamero crescente de homens que faziam sexo com
homens sucumbiramasinfec¢cdes oportunistas e doencas malignas raras
(CDC,1981; Greene et al., 2007). Nesta mesma década, os agentes etioldgicos
dessa doenca, os virus da imunodeficiéncia humana dos tipos 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2,
respectivamente), também foram descritos (Montangnier et al., 1983; Clavel et al.,
1986).
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O HIV-1 é responsavel pela maioria dos casos de aids em todo mundo,
enquanto as infecgbes por HIV-2 concentram-se principalmente na Africa Ocidental.
Ambos pertencem a familia Retroviridae, género Lentivirus. Ao contrario da maioria
dos organismos que utilizam o DNA como meio de armazenamento da informagéao
genética, os membros da familia Retroviridae possuem um genoma de RNA que é
transcrito em DNA, utilizando a enzima viral transcriptase reversa, que
posteriormente € integrado ao genoma do hospedeiro.

O genoma do HIV consiste de duas fitas de RNA com polaridade positiva de
aproximadamente 9,7 Kb, composto por nove genes. Dentre esses genes, trés estao
presentes em todos os retrovirus e, por fazerem parte da estrutura viral, sédo
denominados genes estruturais (gag, pol e env), dois sdo denominados reguladores
(tat e rev) e quatro, sdo acessorios (vif, vpr, nef e vpu ou vpx), cada um deles
desempenhando diferentes papéis durante o ciclo replicativo. Ele & delimitado por
duas regibes denominadas LTR-3' e LTR-5 (Long Terminal Repeats) nas
extremidades, as quais sao extremamente importantes para a transcricdo viral e
poliadenilagdo do provirus, porém nao codificam proteinas (Turner et al., 1999).
(Figura 1.8)
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Figura 1.8- Representacdo esquematica do genoma proviral do HIV dos tipos 1 e 2. Pode-se

observar a organizacdo dos nove genes que compdem o genoma, além das sequéncias LTR nas
suas extremidades

Andlises filogenéticas do HIV confirmam que o virus tem correlacdo com o0s
virus da imunodeficiéncia simia (SIVs) de grandes primatas (Huet et al., 1990). A
partir destes hospedeiros o virus parece ter cruzado varias vezes a barreira entre
espécies e em pelo menos 12 dessas introducbes foi capaz de se tornar
transmissivel em humanos. Trés introducdes a partir de SIVs de chimpanzés deram
origem aos diferentes grupos do HIV-1, o grupo M (major) que é responsavel pelo
maior numero de casos mundialmente, N (non-M, non-O), O (outlier) e o grupo P,
este a partir de SIV de gorila. Da mesma forma, o HIV-2, que apresenta uma

distribuicdo mais restrita ao oeste do continente africano, também é oriundo de pelo
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menos 8 eventos zoonoticos distintos (grupos A-H), a partir de SIV da espécie de
primata Sooty mangabey (macaco do topete dourado) (Hirsch et al, 1989).

O grupo M, responséavel pela pandemia do HIV-1, pode ser subdividido em
subtipos que estdo distribuidos mundialmente de maneira heterogénea, além das
formas recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes Unicas (URFs). O
subtipo C se alastrou por varias regides do mundo, e hoje é o mais prevalente dos
subtipos, contribuindo com 56% do numero de casos de aids (Esparza et al, 2000).
No Brasil podemos observar a predominancia do subtipo-B na maioria das regides
brasileiras, seguido pelo subtipo F1 e o subtipo C, que predomina na regido sul
(Morgado et al., 1994, 1998; Velasco-De-Castro et al., 2014; Brindero et al., 2003,
Soares et al., 2003; Junqueira et al., 2012). Além destes, sdo observados também
inimeros genomas recombinantes unicos BF (Guimarées et al., 2012) e BC (Santos
et al., 2003; Bello et al., 2009) e CRFs BF 39, 40 (Guimaraes et al., 2008), CRF
31 _BC (Santos et al 2003) e CRF02_AG (Couto-Fernandez et al, 2005; Delatorre et
al., 2012)

Mesmo apos 30 anos da identificacdo do HIV, a epidemia da aids continua a
superar todas as expectativas em relagcdo a morbidade e mortalidade. Porém, com
os conhecimentos acumulados ao longo dos ultimos anos sobre o tratamento dos
pacientes infectados pelo HIV, observou-se uma melhora na qualidade de vida
destes e uma acentuada reducdo da mortalidade, assim como da sua transmisséo
devido a administracdo da terapia antirretroviral (HAART- do inglés, highly active
antirretroviral therapy. Essa terapia tem como funcédo controlar a replicacdo viral
reduzindo assim a carga viral a niveis indetectaveis (Ministério da Saude, 2013).

Atualmente mais de 35 milhdes de pessoas vivem com HIV e cerca de 25
milhdes de mortes ja foram associadas a aids até hoje (WHO, 2016a). Isso se deve
ao fato do virus se manter latente em células T CD4+ de memoéria podendo assim
voltar a se replicar em casos de interrupcdo do tratamento, baixa adesdo ou até
mesmo aquisicdo de resisténcia aos medicamentos (Richman et al., 2009). Diante
dessas questdes, uma vacina segura e eficaz seria de suma importancia para conter
esta pandemia.

Tentativas iniciais de vacinas visaram a utilizacdo de subunidades, buscando
a inducdo de anticorpos neutralizantes contra as proteinas de envelope viral, a
gpl120 e a gp4l. A imunizacdo com monO6meros destas proteinas é capaz de induzir
anticorpos especificos para o virus, porém estes anticorpos ndo sdo capazes de

neutraliza-lo, e portanto de proteger contra a infeccdo. Este principio foi
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demonstrado nos testes clinicos conduzidos pela VaxGen, utilizando a vacina
AIDSVAX, constituida por monémeros da proteina gpl120. Apesar de induzir altos
niveis de anticorpos anti-gp120, o grupo vacinado ndo apresentou evidéncias de
protecdo e a eficacia da vacina foi considerada nula (Pitisuttithum et al., 2006). Isto
ocorre provavelmente porque epitopos conformacionais responsaveis pela inducao
de anticorpos neutralizantes sdo formados principalmente pela estrutura trimérica da
espicula, e portanto mondémeros de gp120 ou gp41 induziriam apenas a producao de
anticorpos nao neutralizantes (Pantophlet & Burton, 2006).

Algumas alternativas foram desenvolvidas, incluindo geracédo de pseudotipos
de HIV expressando proteinas de envelope heterdlogas, ou geracdo de VLP (do
inglés, viral-like particles) para estabilizar a estrutura trimérica da espicula viral
(Figura 1.9), porém nenhuma, até hoje, obteve sucesso como vacina (Burton et al.,
2012).

Pacientes no estagio de infeccdo crbnica pelo HIV, ao longo dos anos,
desenvolvem naturalmente anticorpos neutralizantes, que sao capazes de
reconhecer e neutralizar diferentes variantes virais, denominados anticorpos
amplamente neutralizantes (bNAbs — do inglés, broadly neutralizing antibodies).
Estes anticorpos séo capazes de proteger contra a infeccdo pelo HIV ou suprimir
uma infeccao estabelecida em modelos animais. A geracdo desses anticorpos com
alta afinidade e polirreatividade para diversas variantes do HIV € um processo longo,
gue necessita exposi¢cao constante do antigeno para inducao de repetidos ciclos do
processo de maturacdo de afinidade nas células B especificas, o que justifica a
dificuldade em gerar tais anticorpos através da vacinacéao (Klein et al., 2013).

Diante da dificuldade na geracédo de bNADbs protetores contra o HIV, algumas
estratégias foram criadas para geracdo de vacinas baseadas em imunidade celular,
ou seja estimulacdo de linfocitos T citotdxicos. Tais vacinas seriam interessantes
para reduzir a morbidade da doenca e o nivel de transmisséo viral, porém néao
seriam suficientes para bloquear a aquisicdo da infec¢do (Burton et al., 2012). Esta
estratégia foi avaliada em um dos maiores testes clinica ja realizada, o “HIV Vaccine
Trial Network (HVTN) 502", também conhecido como “STEP Trial”, conduzido pela
Merck e o NIH. A vacina candidata era composta pelo vetor de Adenovirus 5
recombinante e constituida por uma formulacdo de 3 versdes deste virus
recombinante, expressando 0s genes gag, pol e nef de HIV clade B. Testes pré-
clinicos em macacos rhesus demonstraram que esta vacina era altamente

imunogénica e capaz de reduzir a carga viral apés o desafio. Porém, infelizmente,
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em humanos a vacina ndo obteve a mesma eficécia. (Steinbrook, 2007).

VIRION

Protease

IMMATURE o o MATURE

Figura 1.9- Particula viral de HIV-1.

A esquerda mostra o esquema da particula imatura e na direita a madura, estao identificados também
enzimas importantes que participam do ciclo replicativo além da proteina de envelope que é alvo do
presente estudo gp140 que é constituida de um heterodimero formado pela gp41 e gp120, ambas em
destaque na figura (vermelho)(Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/7.html acessado em
17/12/2016)).

Com isso, pretendemos utilizar a plataforma do virus vacinal FA17D para a
expressdo dos mondémeros gp4l e gpl20 além do trimero gpl40, sem a cauda
citoplasmatica para testa-los quanto a inducdo de anticorpos neutralizantes. As
sequéncias foram baseadas pelas descritas em Rogier Sanders e colaboradores,
(2013), que tomaram como base a sequéncia BG505 SOSIP.664 gpl40, que
introduzem algumas modificagbes na sequéncia do trimero para o mesmo ficar

estavel .
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2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de uma vacina HIV segura e eficaz é considerado uma das
melhores medidas para controle da epidemia global de HIV. Visto que essa doenca
€ responsavel por mais de 25 milhdes de mortes e a terapia antirretroviral utilizada
no seu combate apresenta diversas falhas provenientes da baixa ades&do ao
tratamento e aquisicdo de resisténcia aos medicamentos. A vacina contra a febre
amarela apresenta comprovada seguranca e efichcia, € composta pelo virus
atenuado da cepa 17D e gera uma robusta e duradoura resposta por parte do
hospedeiro. Devido as caracteristicas anteriormente citadas, a manipulacdo do
genoma e sua grande estabilidade, o virus vacinal tem sido usado como plataforma
de expressdo para proteinas heterdlogas. Esta dissertacdo visa a expressao de
antigenos lentivirais de HIV-1, especificamente a proteina de envelope pelo virus
vacinal da FA cepa 17D, um dos melhores imundgenos empregados na vacinagao
humana, até o0 momento. O conceito de expressdo de antigenos de HIV no virus da
FA 17D foi estabelecido originalmente pelo nosso grupo de pesquisa em
colaboracdo com o Dr. David Watkins da Universidade de Miami. Neste trabalho,
pretendemos contribuir para o avancgo cientifico no desenvolvimento de vacinas
contra o HIV, assim como, para um melhor entendimento da resposta imune contra
esta infeccéo por meio da construcdo de um virus FA recombinante para gpl140 e da
sua avaliacdo quanto a viabilidade e a capacidade de induzir anticorpos,

neutralizantes ou ndo, contra HIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer uma plataforma vacinal baseada no o virus da FA 17D para a
expressao de proteinas do envelope de HIV-1.

3.2 Objetivos Especificos

- Desenhar cassete de expressao de env de HIV-1correspondente a gp140 na forma
trimérica;

- Expressar a proteina de envgp140 pelo virus FA 17D recombinante;

- Caracterizar a expressao da gp140 recombinante quanto a formacao do trimero;

- Caracterizar o virus FA/gp140 recombinante quanto a proliferagcdo em células Vero
e sua estabilidade genética;

-Imunizar camundongos e quantificar a presenca de anticorpos para o virus FA e
HIV;

- Avaliar a reposta imune induzida dirigida ao virus de FA e a proteina gp140 de HIV
e também gpl20 e gp4l (virus FA construidos anteriormente) em soros de

camundongos imunizados quanto a capacidade de neutralizacao viral;
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4 MATERIAL E METODOS

As etapas de construcdo e clonagem de genomas virais em Escherichia coli,
para a obtencdo de moldes de cDNA de virus recombinantes e de obtencdo e
caracterizacdo dos virus da FA17D foram desenvolvidas no Laboratdrio de Biologia
Molecular de Flavivirus (LABMOF) na unidade IOC da FIOCRUZ. Este laboratério
obteve junto Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca a licenca para trabalhar
com Organismos Geneticamente Modificados (OGM) nivel 2 (CTNBio — CQB
0105/99).

4.1 Células

Os experimentos in vitro foram realizados em cultura de células Vero, uma
linhagem celular derivada do epitélio renal de macacos verdes africanos
(Cercopithecusaethiops), obtidas da ATCC (do inglés, American Type Culture
Collection e muito utilizado no estudo de flavivirus.

Estas células foram, em geral, cultivadas em meio de cultura 199, completo
contendo sais de Earle’s, 5% de NaHCOs, 40 pg/mL de gentamicina, suplementado
com 5% de soro fetal bovino e mantidas em estufa com atmosfera de 5%CO: a
37°C. Entretanto, de acordo com cada experimento estardo descritas as condi¢cdes

especificas utilizadas.

4.2 Clone infeccioso

Os virus recombinantes foram construidos através da tecnologia do clone
infeccioso, tecnologia esta, que esta bem estabelecida no laboratorio. O fragmento
referente a proteina de envelope gp140 foi sintetizado (GenScript) e otimizado para
a frequéncia de uso de codons do virus da FA. Este gene continha sitios de restricao
Xma | e BspE | nas extremidades, de forma que puderam ser inseridos na
plataforma de expressao.

Primeiramente, o gene sintético foi submetido a um PCR para a verificacdo e
separacdo de seus componentes gp4l, gpl20 e gpl40. Os fragmentos foram
amplificados por iniciadores especificos descritos na tabela 4.4. Ap6s a amplificacéo

e posterior verificacdo do tamanho dos fragmentos através de gel de1% agarose sob
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voltagem de aproximadamente 85 volts, foi feita a ligagdo desses fragmentos no
plasmideo comercial pGEM-T easy. A mesma foi realizada seguindo o protocolo
dado pelo Kit (p)GEM-T easy Vector Systems- Promega). Nele, é recomendado fazer
a ligagédo na proporcéao de 3 (inserto): 1 (vetor), onde o vetor estd na concentracao
de 50ng/pl e os calculos referentes a quantidade de inserto, ou seja, a quantidade de
cada fragmento a ser colocado foi feita de acordo com a concentracdo dos mesmos
apos a purificacdo do PCR e o tamanho em kilobases (Kb) destes, ou seja para
gp140 foram colocados 50ng, para gpl120 37,5 ng e gp4l 12,5 ng . Seguem abaixo
as especificacdes para a reacao:

Tabela 4.1 Reacdo de ligacdo no plasmideo comercial pGEM-T easy e especificacbes dos
reagentes utilizados

Componentes dareacdo Amostra Controle positivo  Controle negativo

Tampao de ligagdo 2X 5 uL 5 uL 5 puL
pGEM-T easy Vector 1L 1puL 1pL
Produto PCR X pL - -
Controle de DNA - 2 uL -
T4 DNA ligase 1puL 1puL 1puL
H20 nucleasefree 10 pL 10 pL 10 pL

Apos a ligacao, para a obtencdo do DNA plasmidial, bactérias Escherichia coli
da linhagem Sure foram transformadas por eletroporacdo com os fragmentos gp41,
gpl120 e gpl40 no plasmideo pGEM-T easy. Em cada tubo de bactéria foram
colocados 2uL de cada plasmideo e 1 pyL do plasmideo comercial Puc como controle
(Puc19 DNA pg/uL, Invitrogen 54357). Essa mistura foi entdo transferida para
cubetas de eletroporacdo pré-resfriadas e mantidas em gelo até o momento do
choque realizado nas condicfes descritas na tabela 4.2. Apés uma hora de
incubacdo em meio Luria Bertani (LB) liquido a 37°C com agitacdo constante, 100uL
de cada suspensao foi plagueado em meio LB sélido com 1% de agar, contendo
25uL de ampicilina, e mantidas a 37°C. As colbnias transformantes foram
transferidas para 5mL de meio LB liquido e crescidas por oito horas a 37°C sob

agitacdo constante.
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Tabela 4.2 Condi¢cdes para a eletroporagao em bactérias Escherichia coli, da linhagem Sure.

Voltagem (v) 2500
Capacitancia (mf) 025
Resisténcia (Q) 200
Tamanho da cubeta (mm) 2

Aliquotas de 20uL de cada suspensao foram precipitadas por centrifugagéo
14000rpmpor um minuto. Ao precipitado foram adicionados o0s reagentes de
amplificacdo da GoTaq (Promega), além dos iniciadores especificos M13 FOWARD
(CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG) e M13 REVERSE
(AGCGGATAACAATTTCACACAGG) desenhados para a amplificacdo do plasmideo
comercial pGEM-T Easy. As condi¢des da reacgdo e os iniciadores utilizados estdo
descritos na tabela 4.3. A analise da reacgao, foi feita através de eletroforese em gel
de agarose, como descrito na secc¢ao 4.5 e os produtos que amplificaram na altura
esperada foram purificados em coluna (“Qiaquick PCR purification kit”, Qiagen)
segundo as instrucbes do fabricante e enviados para a plataforma de
sequenciamento do IOC-FIOCRUZ que utiliza o método de Sanger (Sanger et al.,
1997) para a producdo de sequéncias nucleotidicas. As sequéncias foram

analisadas através do software SegMan (DNAstar Lasergene 11).

Tabela 4.3 Condi¢cdes de PCR.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 5 min 1
95°C 40s
50°C 40s 30
72°C 40s
72°C 10min 1

4°C o

Apbs isso, os insertos foram quantificados utilizando o kit Qubit (Invitrogen)
para posterior digestdo com as enzimas de restricao apropriadas.
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4.2.1Clonagem molecular

Os insertos correspondentes as proteinas, bem como o plasmideo pT3 e seus
derivados (Bonaldo et al., 2000; Galler& Freire, 2001; Jabor, 2001), foram digeridos
com as enzimas de restricdo apropriadas para clivagem Sma | / BspE |, de acordo
com as extremidades dos genes sintéticos. Apds a digestdo, o plasmideo pT3 foi
submetido a reacdo de desfosforilagdo com 2U da enzima SAP (Promega) a 37°C
por 15 min, em condi¢cdes estabelecidas pelo fabricante, seguida de inativacdo da
enzima a 65°C por 15 min. As reacdes de digestao e ligacado foram controladas por
eletroforese em gel de agarose.

Em seguida, foi realizada a purificacdo das bandas correspondentes aos
insertos utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) em condicdes
estabelecidas pelo fabricante. Os genes sintéticos foram entéo ligados ao respectivo
plasmideo através da acdo da T4 DNA ligase (Invitrogen) por incubacao overnight a
4° C, nas condicdes estabelecidas pelo fabricante, utilizando-se uma proporgéo
vetor: inserto de 1:5. Os plasmideos foram entédo transformados em bactérias E. coli
eletro-competentes da linhagem Sure conforme ja descrito acima na secdo 3.1.
Neste momento, foram utilizados iniciadores que amplificam parte do plasmideo de
expressao utilizado, além de iniciadores especificos para a regido do inserto da
gp140 devido seu tamanho na etapa do sequenciamento. Seguem na tabela 4.4

relacéo dos iniciadores utilizados.
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Tabela 4.4- Iniciadores utilizados no sequenciamento

(A)
Iniciador Sequéncia T Posicéo de
5-3 ligagcdo no
genoma do
virus FA
17DD

RG444(+) ACGTCTCACTTACCAGTGGCACAA 50°C 2122 - 2145
RG440(-) AACCATACTGCAGACCATCCCGAA 50°C 2772 - 2795

(B)

Iniciador Sequéncia T
5—3
gpl40F ACGTCTCACTTACCAGTGGCACAA 50°C
gpl40R AACCATACTGCAGACCATCCCGAA 50°C

(A) Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da plataforma de expresséo. (B)
Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no sequenciamento pelo método de Sanger para a

verificacdo da sequéncia dos insertos, no caso gp120 e gp140.

Apés a analise das sequéncias, as colbnias que apresentavam o plasmideo
contendo o inserto integro e na orientacdo correta foram inoculadas em maior
volume de LB liquido (100 a 250 mL) contendo 25 pg/mL de ampicilina para
obtencao de massa plasmidial, utilizando-se o HiSpeed Plasmid Maxi kit ou HiSpeed
Plasmid Midi kit (Qiagen). A extracdo dos plasmideos foi controlada por eletroforese
em gel de agarose e a concentracdo dos plasmideos medida através do Kit Qubit
(Invitrogen). Uma aliguota de cada clone das bactérias que deram origem ao
plasmideo, utilizado na constru¢cdo dos virus recombinantes, foi congelada em

solucéo de 50% de glicerol, para manutencdo de um banco de estoque.

4.2.2 Obtencéo do cDNA molde

Os plasmideos pT3 recombinantes, ou o pT3 sem inserto, utilizado como
controle, contém a regido central do genoma do virus FA 17DD. O plasmideo pG1/2
contém as extremidades do genoma (Bonaldo et al., 2000; Galler & Freire, 2001;

Jabor, 2001). Estes plasmideos foram digeridos pelas enzimas Nsi | e Sal |
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(Promega) com 20 U de cada enzima para 2ug de DNA plasmidialnas condi¢des
estabelecidas pelo fabricante das enzimas, como as duas apresentam atividade
catalitica 6tima na mesma temperatura, essa reacdo pbdde ser feita a0 mesmo
tempo. ApoOs incubagdo a 37°C por 2 h, as enzimas foram inativadas por
aquecimento a 65°C por 15 min. A digestao foi controlada por eletroforese em gel de
agarose.

Os plasmideos completamente digeridos foram purificados em coluna através
do QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) e eluidos em 30 yL de EB (Qiagen). As
concentracdes dos plasmideos foram medidas através do Kit Qubit (Invitrogen) para
calculo da relacdo equimolar entre o plasmideo derivado do pT3 e o pG1/2 para a
reacao de ligacao.

As reacdes de ligacao foram realizadas com 200 ng do pG1/2 e 300 ng do
pT3 ou derivado (MB1 e MB5), adicionando-se 1U da enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen) sob as condicbes estabelecidas pelo fabricante. Apds incubacgéo
overnight a 4°C, a enzima foi inativada por aquecimento a 65°C por 15 min. O
produto desta ligacdo contém o genoma completo do virus FA 17DD, que e serve de
molde para a sintese do RNA gendmico do virus. Os DNAs plasmideais foram entao
linearizados pela acédo da enzima Xho | (Promega) sob as condi¢cdes recomendas
pelo fabricante, durante uma incubacao a 37°C por trés horas, seguida da inativacéo
por aguecimento a 65°C por 15 min.

O cDNA linearizado foi concentrado adicionando-se 10% de acetato de sodio
3M, seguido de 3 volumes de etanol (Merck; 96-100%), isso foi entdo incubado por
30 minutos no gelo seco e etanol. Apos essa incubacéo, foi feita uma centrifugacéo
a 14000rpm por 25 min, seguida da adicdo de 3 volumes de etanol 80%. A
centrifugacéo foi entdo repetida, o sobrenadante retirado cuidadosamente e o pellet
seco a 65°C por dois min e entédo ressuspendido em 8uLde tampéo EB(Qiagen).

O DNA molde concentrado foi utilizado para a reacédo de transcri¢cao in vitro,
utilizando-se 0 MMESSAGE mMACHINE kit (SP6)(Ambion) de acordo com as
instrucbes do fabricante. A presenca do RNA transcrito foi controlada por

eletroforese em gel de agarose.

4.2.3 Regeneracao dos virus recombinantes
A concentracdo do RNA transcrito foi aferida através do Kit Qubit (Invitrogen)
e 2 ug do RNA total foram utilizados para transfeccdo de células Vero por

eletroporacdo. As células foram tripsinizadas para recolhimento da monocamada e
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lavadas com PBS gelado tratado com DEPC previamente a eletroporacdo. A
eletroporagao foi realizada no Gene PulserXcell (Bio-Rad) sob as condigdes

mostradas na tabela 4.5.

Tabela 4.5- Condicbes para eletroporagao em células Vero

Voltagem (v) 2500
Capacitancia (mf) 850
Resisténcia () 0
Tamanho da cubeta (mm) 4

Depois do pulso elétrico, células foram cultivadas em garrafas de 25cm? com
densidade de 40.000 células/cm? contendo 12mL de meio 199 completo. Para cada
ensaio de regeneracgao de virus recombinantes foi realizado o mesmo procedimento
para geragao do virus G1/2T3 (sem carrear os insertos de interesse), como controle
positivo, e mock (células eletroporadas sem RNA) como controle negativo. As
garrafas contendo as células transfectadas foram incubadas a 37°C em estufa de
5% CO2 e acompanhadas por cerca de 3 a 5 dias até o surgimento de efeito
citopatico (CPE- do inglés Cytopathiceffect). Apos o a presenca de CPE, o
sobrenadante destas culturas de primeira passagem (chamados de 1P) foram
coletados e congelados em aliquotas a -80°C. Os virus gerados foram submetidos a
extracdo de RNA, seguida de RT-PCR e sequenciamento nucleotidico, conforme

descritos nas secdes seguintes.

4.3 Extracao de RNA

O RNA viral foi extraido a partir do sobrenadante de cultura de células
infectadas, utilizando-se o QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com o
manual do fabricante. O RNA eluido foi congelado a -80°C em aliquotas para evitar

repetidos ciclos de congelamento-descongelamento.

4.4 RT-PCR

Para a deteccao e sequenciamento do genoma viral nos sobrenadantes, o
RNA viral foi submetido a reacdo de RT-PCR para a amplificacdo da regido que

contém o inserto. O cDNA foi gerado pela enzima Superscript Ill a partir de 4 pL do
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RNA e utilizando o iniciador reverso RG444 descrito na tabela 4.4 (B), sob as
condicOes dadas pelo fabricante.

Para a reacdo de PCR, 4uL do cDNA foram utilizados para amplificacao
utilizando-se GoTaq Green Master Mix (Promega) e os oligonucleotideos descritos
na tabela 4.4, sob as condi¢gbes estabelecidas no manual do fabricante. O cDNA
gerado foi desnaturado por aquecimento a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo do DNA a 95°C por 40s, hibridizacdo dos iniciadores a 55°C por
também 40s e extensao da fita de DNA a 72°C por 90s. Para extensao final das fitas
de DNA a reacéo foi incubada a 72°C por 10min e mantidas a 4°C ou congeladas até

0 momento da andlise por eletroforese.

4.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os fragmentos de DNA foram diluidos em tampé&o de amostra e aplicados em
gel de agarose 0,8% em tampdo TAE (1X) (Tris-Acetato-EDTA), submetidos a
eletroforese com aproximadamente 85 volts. Para controle dos tamanhos
moleculares foram aplicados os marcadores 1 Kb ou 1KbPlus (Invitrogen) para
analise de produtos de PCR ou o lambda Hind Ill (Promega) para andlise de
plasmideos, paralelamente as amostras. Os géis foram corados em solugcdo 0,5
png/mL de brometo de etidio (Bio-Rad), seguido de lavagem com agua, e as bandas
foram visualizadas e fotografadas através do fotodocumentador Gel-Doc XR (Bio-

Rad), utilizando-se o programa QuantityOne.

4.6 Sequenciamento nucleotidico

Os cDNAs gerados pelas reacdes de RT-PCR previamente analisados por
eletroforese em gel de agarose foram purificados utilizando- se o kit Qlaquick PCR
purification (Qlagen).

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o Kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Foram empregados 0S mMesmos
oligonucleotideos descritos para a reacdo de PCR e, adicionalmente, o RG19 (-)
GGGAGTCAACTGAATTTAGGC (complementar a regido genbmica 2.619 — 2.639
do virus FA 17DD), que se liga a uma regido interna destes fragmentos de PCR. As

reacoes de sequenciamento foram preparadas em placas de 96 pog¢os no LABMOF
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e a leitura foi realizada na plataforma multiusuario de sequenciamento de DNA da
FIOCRUZ (PDTIS).

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa SegMan
(DNAStarLasergene 11), alinhando-se estas com as sequéncias de referéncia
desenhadas previamente.

4.7 Producao de estoques virais (2P)

Monocamadas de células Vero foram preparadas na véspera da infeccdo em
garrafas de 150cm? a 175cm?com densidade de 62.500 células/cm?, cultivadas em
meio Earle’s 199 completo. O sobrenadante da garrafa previamente preparada foi
removido e adicionados 5 mL da suspenséo viral (3mL dos virus recombinantes ou
G12/T3 e 2mL de meio). As células séo incubadas por 1 h a 37°C em estufa de 5%
de CO2 com agitacdo leve a cada 15 min. ApoOs este periodo de adsorcao viral, a
garrafa foi preenchida com meio Earle’s 199 completo para volume final de 80mL e
incubada a 37°C em estufa de 5% de CO: por 48 a 72 h, até o aparecimento de
CPE. O sobrenadante foi coletado, centrifugado a 700 x g por 10 min a 4°C para

clarificacéo, aliquotados e congelados a -80°C.

4.8 Titulacéao viral

Os virus foram titulados por contagem em PFU ( do inglés, Plague Forming
Unit). As aliquotas de suspensdes virais foram descongeladas lentamente em gelo e
diluidas seriadamente com fator 10 em meio Earle’s 199 completo. As diluicdes 10!

a 10%foram utilizadas nas titulacées conforme a figura 4.1 abaixo:
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Figura 4.1Placa de 24 pocos usada na titul¢&o viral.

Meio Earle’s 199 completo é distribuido em uma placa de 24 poc¢os (900 mL em cada poco). Entdo
100 ml da suspenséo viral é adicionado ao primeiro poco gerando uma diluicdo 1:10. Em seguida 100
mL dessa suspenséao é retirada e adicionada proximo poco, isso é repetido até alcancgar a propor¢éo
de 1:1.000.000.

Placas de 24 pocos com monocamadas de células Vero foram preparadas na
concentracdo de 50.000 células/cm? na véspera dos ensaios e cultivadas em meio
Earle’s199 completo. O sobrenadante da cultura foi totalmente retirado com auxilio
de bomba de vacuo e 100 pL das dilui¢des virais foram inoculadas em duplicata na
placa de 24 pocos. As células foram incubadas por 1 h a 37° C em estufa de 5% de
CO> com agitagéo leve a cada 15 min. Apds o periodo de adsorcao viral, o inoculo
foi removido do sobrenadante utilizando-se novamente a bomba de vacuo e a
monocamada foi coberta com CMC a 2,4% (Carboximetilcelulose, Sigma) em meio
Earle’s 199 contendo 5% de NaHCOs3, 40 pug/mL de gentamicina, suplementado com
5% de soro fetal bovino. Apos incubacédo por 7 dias a 37° C em estufa de CO», as
placas foram fixadas com solucdo de formaldeido a 10%, lavadas com &gua e

coradas com solucéo de cristal violeta a 0,4%.
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O numero de placas de lise de duas dilui¢cdes foi contado e o titulo do virus foi

determinado de acordo com a seguinte férmula:
T =MXID x FC, onde:

T = titulo expresso em PFU/mL (do inglés, Plague Forming Unit)

M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada dilui¢céo;

ID = Inverso do fator de diluicdo onde as placas de lise foram contadas;

FC = fator de correcdo do in6culo para mL. Como o in6culo corresponde a
100 pL, que é a décima parte de 1 mL, FC = 10.

O titulo de cada estoque viral é dado pela média entre trés experimentos
independentes de titulacdo, em que o desvio padrao dos titulos expressos em logio €

menor do que 1.

4.9 Infeccao de células

Para a realizacdo dos experimentos utilizando células infectadas,
monocamadas de células Vero foram preparadas na véspera com densidade de
62.500 células/cm? para garrafas ou placas e de 30.000 células/cm? para laminas de
imunofluorescéncia, cultivadas em meio 199 completo.

A suspensao viral foi preparada por diluicdo do estoque 2P viral para MOI de
0,02 através da formula:

MOI =
O sobrenadante da monocamada foi removido e a suspensao viral foi adicionada.
Apés incubacdo por 1 h com agitagcdo leve a cada 15 min, as células foram
incubadas a 37°C em estufa de 5% de CO: durante 72 h que é geralmente o tempo

onde se tem o pico de CPE.

4.10 Estabilidade genética

Um dos maiores desafios da utilizacdo de vacinas de virus recombinantes é a
delecdo do inserto colocado. Visto isso, € de suma importancia a realizacdo da
estabilidade genética para a verificacdo das possiveis dele¢cbes e padrbes de
recombinacdo que o virus acaba sofrendo para se tornar mais estavel naquela dada

situacéao.
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Para isso, os virus recombinantes construidos foram submetidos a duas
séries independentes de passagens (PA e PB) em cultura de células Vero, a partir
do estoque viral 2P, com MOI de 0,02. Nas passagens 3, 4 e 5 foram coletados
sobrenadantes da cultura para extracdo de RNA viral e RT-PCR para a amplificacéo
do fragmento contendo a regidao do inserto. O fragmento de 674pb amplificado do
virus parental,foi usado como controle. Os virus recombinantes que contém a
proteina gp4l geram uma banda de aproximadamente 1133pb dependendo da
construcao e o virus que contem a proteina gp120 gera uma banda de 2079pb.

4.11 Microscopia de fluorescéncia

Microscopia de fluorescéncia foi utilizada para avaliar a expressdo das
proteinas inseridas. Para isso foram utilizados anticorpos doados pelo programa do
NIH (NIH AIDS Reagent Program), descritos na tabela 4.6 abaixo que foram
testados frente ao virus gp120-MB1, pois todos 0s anticorpos sao para a proteina de
envelope gp120, constituindo a parte que fica exposta do envelope.

Para os experimentos de microscopia de fluorescéncia, células Vero foram
semeadas na véspera em laminas de vidro de 8 poc¢os (Lab-TecTMChamber Slide
System — Nunc) com densidade de 30.000 células/cm? e infectadas com MOI de
0,02. ApGs 72 h de infeccdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com
solucédo de paraformaldeido 4%por incubacdo a temperatura ambiente por 10 min,
seguido de trés lavagens com PBS. O tampao foi removido e foram adicionados os
anticorpos primarios para proteina gpl20 de HIV-1, vale ressaltar que cada
anticorpo foi testado separadamente, diluido 1:500 em tampdo de bloqueio, e
incubado por 1 h a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampao de
bloqueio, foi adicionado o anticorpo secundario anti-Human IgG Alexa Fluor 488
(Molecular Probes), diluido 1:400 em tampé&o de bloqueio. O painel de anticorpos

testados esta descrito na tabela abaixo.
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Tabela 4.6 Anticorpos utilizados na microscopia de fluorescéncia como alvo a gp120.

Anticorpo

VRCO01

o
‘O‘
©

PGT121

PGT145
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5 RESULTADOS

5.1 Desenho do clone infeccioso para expresséo de Env

O estudo iniciou-se no desenho do clone infeccioso, onde a sequéncia da
proteina a ser expressa passou por um processo de otimizacdo de cédons em
relacdo a frequéncia de cédons usada pelo virus da Febre Amarela. Este processo
foi realizado pela empresa GenScript. Os esquemas dos virus construidos estao
representados abaixo (Figura 5.1). O virus que expressaria a proteina de envelope
completa gpl40 ndo foi viavel, pois nunca se conseguiu clones bacterianos
carreando gpl40 no plasmideo-vetor bacteriano, apesar disto, se apresenta o
esquema do mesmo abaixo.

Foram desenhados cinco cassetes de expressao que puderam gerar virus FA
recombinantes. Dois deles carreavam gp41 em uma forma truncada, isto é apenas o
seu ectodominio. Assim, foram retirados do construto dois dominios do seu carboxi-
terminal, que seriam uma alfa-hélice transmembranar e uma cauda citoplasmatica de
residuos de aminoacidos. O gene gp4l foi expresso em duas plataformas de
expressado do virus FA, aqui denominadas de MB1 e MB5. Em relacéo a proteina gp
120, esta foi construida na plataforma de expressdo MB1.

O cassete de expressao é construido de além das sequéncias dos genes
heterélogos otimizadas pela fusdo de motivos funcionais do virus FA de modo a
permitir o correto processamento da poliproteina precursora do virus recombinante e
a correta topologia de membrana de todas as proteinas virais. Estes motivos seriam
0s 9 residuos de aminoéacidos da proteina NS1 (VFA) encontrados no N-terminal da
proteina e a por¢do haste ancora, no caso com a sequencia da proteina E do virus
Dengue 4, no C-terminal do cassete.Além destes motivos, as duas plataformas de
expressdo possuem(l) um dominio adicional para a N-glicosilacdo da proteina
recombinante, compreendido entre o motivo N-terminal do cassete com a proteina
recombinante e (2) um dominio que promova a retirada das duas transmembrana da
proteina recombinantes. Em MB1, este dominio consiste em um motivo de clivagem
pela pro-convertase celular furina e em MB5, pelo motivo de desacoplamento do

ribossoma, o motivo 2A de picornavirus.
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Figura 5.1 Esquema dos virus recombinantes a serem construidos. Nesta figura pode ser

observado o esquema de construcéo utilizado em cada virus recombinante. E demonstrado também

as plataformas utilizadas, no caso MB1 e MB5 cujas diferencas j4 foram explicadas na seccéo da

introducao.

5.2 Construcao dos virus recombinantes

A construcdo dos virus recombinantes € uma etapa metodologicamente

complexa que envolve clonagem bacteriana do transgene, montagem do cDNA viral

molde e regeneracao viral. Para facilitar o entendimento, na figura 5.2 € mostrado o

fluxograma de trabalho.
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Figura 5.2- Fluxograma de todas as etapas existentes na construgcdo dos virus recombinantes.

Na figura 5.2 sdo mostradas algumas das etapas dessa construcéo, onde trés

virus foram recuperados: gp41-MB1, gp41-MB5 e gp120-MBL1.
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(A) Digestao com Smal e BspEl (B) Purificagdo da banda do gel correspondente
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(C) Transcrigao in vitro

Figura 5.3- Resultados de algumas etapas da construcéo dos virus recombinantes. Em (A) pode
ser observado o padrdo eletroforético em gel de agarose das digestdes dos insertos e dos
plasmideos usados como plataformas, no caso, MB1 e MB5 com as enzimas de restricdo Smal e
BspEl, os plasmideos digeridos apresentam duas bandas mostrando assim que a digestdo foi
eficiente. Em (B) pode ser observado o padrdo eletroforético em gel de agarose do tipo preparativo
gue serviu para o isolamento do fragmento de DNA clivado do de interesse (marcado em vermelho)
gue era correspondente ao inserto, no caso, aos insertos da gp140, gpl120 e gp4l. Em (C) pode ser
observado o padrdo eletroforético em gel de agarose do RNA dos virus recombinantes e do controle

sem inserto G12T3 transcritos in vitro que serdo utilizados na transfeccdo em células Vero.

A proposta inicial do estudo era a construcdo de seis virus diferentes, mas
isto ndo foi possivel. O quinto virus gp120-MB5 na fase de precipitacdo do DNA para
posterior transcricdo e transfecccdo se mostrou com a concentracao indetectavel,
entdo as etapas posteriores ndo foram realizadas. Os dois ultimos virus (gpl140-
MB1/gp140-MB5) se mostraram inviaveis nas primeiras etapas da construcao, isto €,
na obtencdo de plasmideos recombinante em E.coli.. Na tabela 5.1 sdo descritos
alguns parametros dos virus construidos, tais como tamanho do inserto, plataforma

utilizada na construcéo e estabilidade genética da insercéo de env.
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Tabela 5.1-Tabela representativa dos virus recombinantes construidos

Plataforma Tamanho Fase de Estabilidade
Construto . . .
utilizada do Inserto execucao genética
gp41-MB1 MB1 459pb Construido Instavel
gp41-MB5 MB1 459pb Construido Instavel
gpl20-MB1 MB5 1446pb Construido Instavel
gp140-MB1 MB1 1905pb Inviavel -

5.3 Regeneracdao viral

Apoés a construcao dos plasmideos recombinantes para fragmentos de env, a
montagem do cDNA molde viral e transcri¢cdo in vitro, as amostras de RNA sintético
viral foram submetidas a transfeccdo em células Vero com os virus recombinantes
construidos e dois controles negativos, o virus vacinal 17DD e o G1/2T3 que
corresponde ao virus sem a insercdo do cassete heterélogo, apos 72 h pos-
eletroporacgéo, ocorreu 0 aparecimento de feito citopatico na cultura de células Vero,
0 que indica atividade viral e consequente obtencdo do virus recombinante. Na
figura 5.4 observa-se as diferentes monocamadas de células Vero infectadas e as
alteracdes na morfologia da célula e da monocamada infectada em funcéo do efeito
citopatico provocado pela infec¢ao viral, dos virus recombinantes em contraposicao
a condicdo mock (controle negativo). O CPE foi evidenciado em 72h nos virus gp41-
MB1 e gpl20-MB1 e 96h no virus gp41-MB5 pds-eletroporacdo. Nota-se que a
intensidade de CPE do virus gp41-MB5 pareceu ser menor do que o virus similar

construido na plataforma MBL1.
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Aparecimento de efeito citopatico apos transfeccdo com RNA viral dos virus recombinantes

100x 200x

Mock
(72h)

gp41-MB1
(72h)

gp41-MB5
(96h)

gpl120-MB1
(72h)

Figura 5.4 Aparecimento de efeito citopatico apds eletroporagao de células Vero com RNA viral
dos virus recombinantes. (A) mock que consiste no controle negativo da transfec¢éo e células Vero
eletroporadas com os construtos: (B) virus recombinante gp41-MB1; (B) gp41-MB5; (C) gp120-MB1.
Os tempos de incubagédo nos quais foram documentados o efeito citopético (CPE) causado pela
propagacao viral sdo indicados em parénteses no lado esquerda da figura. As fotos foram tiradas em
aumento de 100X e 200X.

5.4 Caracterizagao viral

Apés obtencdo dos virus FA recombinantes, as monocamadas foram
submetidas a uma extracéo para a obtencédo do RNA viral e detec¢do deste por RT-
PCR (Figura 5.5). Apo6s a verificagdo da presenca do virus, células Vero foram re-
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infectadas com estes virus para a confec¢cdo dos estoques virais de trabalho. Os
titulos virais obtidos foram para o virus gp41-MB1: 1,04E5; gp41-MB1: 4,58E4;
gp120-MB1: 8,11E5.

5.4.1 Estabilidade genética

O perfil obtido pelo procedimento de RT-PCR de virus recombinantes apos
transfeccdo das amostras virais de primeira passagem celular ou (1P) de células
Vero indicava a presenca de bandas menores que a do amplicon contendo o
tamanho esperado para o cassete completo (2379pb). Realizamos também a
mesma analise para amostras virais dos estoques de trabalho (2P). Na figura 5.5,
pode ser observado o padréo eletroforético em gel de agarose do RT-PCR dos virus

na primeira e segunda passagem.

(1P) Gp41-MB1
(2P) Gp41-MB1
(1P) Gp41-MB5
(2P) Gp41-MB5
(1P) Gp120-MB1
(2P) Gp120-MB1

C+
C

2000ph Be—
1650ph M—-—
10000 D

850ph —
653:::%b--

Figura 5.5 Perfil eletroforético em gel de agarose dos amplicons obtidos de amostrasdos virus
recombinantes de primeira (1P) e segunda passagem (2P) em células Vero. No primeiro poco
pode ser observado o controle positivo (679pb) da reacdo que consiste na plataforma vazia, ou seja,
amplificacé@o das regifes E e NS1 da FA. Segundo pog¢o consiste no controle negativo da reacéo e do
terceiro ao oitavo posso tem- se o padrdo encontrado na primeira e segunda passagem dos virus
gp41-MB1, gp41-MB5 e gpl120-MB1 respectivamente.

Os virus gp41-MB1/MB5 originariam amplicons completos de 1133pb (459
cassete + 674pb de sequéncias flanqueadoras do YFV) e o virus gp120-MB1 um

amplicon completo de 2079pb (1405pb do cassete + 674pb de sequéncias
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flanqueadoras do YFV). No entanto, observa-se que ja na passagem 1P é possivel
se detectar bandas de menor tamanho de 0,8 e 0,6 kb (figura 5.5). Na verdade, isto
foi observado para todos os virus recombinantes obtidos onde ocorre a geracao de
varios amplicons com tamanhos menores ao esperado para o correspondente
contendo o cassete integro. Estes perfis indicavam que os construtos virais eram
geneticamente instaveis. Entdo para melhor esclarecer este ponto procedemos a
determinacdo se a integridade das insercbes de fragmentos de env seria
consideravelmente afetada com infeccdes seriadas destes virus até a quinta
passagem em células Vero. Na figura 5.6 pode ser observado o resultado do RT-

PCR da primeira até a quinta passagem dos virus construidos.

1P 2P 3PA 3PB 4PA S5PA 5PB

(A) gp41-MB1 1,65kb - 'S
1k B
0,85kb B
0,65kpI
(B) gp41-MB5
(C) gp120-MB1

0,65kb [ [N

Figura 5.6-Andlise da estabilidade genética dos virus FA recombinantes para fragmentos de
env. Padréo eletroforético em gel de agarose 1% de amplicons contendo o transgene de duas series
de passagens seriadas independentes (série A e B). Foram feitas cinco passagens continuas em
células Vero, denominadas de 1P, 2P, 3P, 4P e 5P. Do lado esquerdo da foto, € indicado o padrao de
tamanho em kilobases (Kb) e a estrela amarela representa o tamanho da banda correspondente ao
inserto sem delec¢éo.

Em (A), pode ser observado o padréo eletroforético referente aos amplicons
do sobrenadante de células Vero infectadas com o virus gp41-MB1, obtidos de

amostras de primeira passagem (1P) a quinta passagem (5P) seriada. Pogos 1 e 2
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séo referentes & 1P e 2P onde € observado um padrdo de migracdo com uma banda
majoritaria de aproximadamente 1,7kb que corresponde ao virus integro, ou seja,
com a insercdo inteira. S&o observadas também bandas minoritarias com, 0,85 kb,
que corresponde a um virus que ja sofreu dele¢cdo na regido contendo o cassete
heter6logo e 0,65kb, que corresponderia ao tamanho esperado da regido
amplificada sem insergdo, o que indicaria a perda total do inserto. A partir da terceira
passagem, observa-se um padrdo de migracdo com quatro bandas, com as trés ja
descritas nas passagens anteriores e uma banda acima de 1kb.

Em (B), pode ser observado o padrdo eletroforético referente aos produtos
amplificados do sobrenadante de células Vero infectadas com o virus gp41-MB5,
obtidos de amostras de primeira passagem (1P) a quinta passagem (5P) seriada. Os
Pocos 1 e 2 sao referentes a 1P e 2P onde € observado um padrédo de migracao
com uma banda majoritaria de aproximadamente 1,7kb que corresponde ao virus
integro, ou seja,com a insergao inteira. S&0 observadas também bandas minoritarias
com, 0,85kb, que corresponde a um virus que ja sofreu delecdo na regiao contendo
0 cassete heterdlogo e 0,65kb, que corresponderia ao tamanho esperado da regiao
amplificada sem insercao, o que indicaria a perda total do inserto.A partir da terceira
passagem, observa-se um padrdo de migracdo com quatro bandas, com as trés ja
descritas nas passagens anteriores e uma banda acima de 1kb. Vale ressaltar que a
1P desse virus esta com as bandas bem fracas, fato que pode ser explicado por
uma menor quantidade de virus nessa passagem e assim a amplificacdo desta
regido viral ndo ter funcionado adequadamente. Da 3P (Figura 5.6, poco 3) em
diante, a banda correspondente ao produto amplificado contendo o cassete
heter6logo completo fica cada vez mais fraca, em contrapartida, duas bandas com
aproximadamente 1kb e 0,9kb se tornam mais representativas (Figura 5.6, pocos 4
ao 6).

Ja em C, pode ser observado o padrao eletroforético referente aos amplicons
do sobrenadante de células Vero infectadas com o virus gpl120-MB1, obtidos de
amostras de primeira passagem (1P) a quinta passagem (5P) seriada. Os Pocos 1 e
2 sao referentes a 1P e 2P onde é observado um padrdo de migracdo com uma
banda majoritaria de aproximadamente 2kb que corresponde ao virus integro, ou
seja,com a insercao inteira. Além disso, bandas minoritarias com tamanho de 1kb, e
0,7kb também sado observadas. A partir da 3P (Figura 5.6, pogo 3) além das bandas
j& mencionadas, pode ser detectada uma outra com tamanho de aproximadamente

0,9kb e por fim, nas passagens 4P e 5 (Figura 5.6, pocos 5 ao 8) a banda
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correspondente ao tamanho de 1,7kb parece se fixar junto com a de 0,7kb
correspondente ao cassete vazio.

De frente desse perfil heterogéneo de bandas, hd uma clara indicacéo de
instabilidade genética em todos os virus recombinantes construidos, no entanto o
virus gpl20-MB1 parece ser mais instavel visto o grande numero de bandas
menores do que a correspondente ao cassete completo, fato que talvez possa ser
explicado pelo tamanho do inserto, que é maior do que o correspondente a gp41.
Diante disso, foi realizado o sequenciamento das bandas majoritarias nas
passagens 2P e 5P para a caracterizagao dos padrbes de delecdo encontrados nos

virus construidos, que estao expostos na figura abaixo 5.7.
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(C) gp120-MB1
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Figura 5.7- Esquemas das dele¢des encontradas nos virus recombinantes construidos. Os
diferentes mapas dos virus FA recombinantes construidos encontram-se na parte superior da figura.
Nestes, sdo indicados os principais dominios do cassete de expressdo recombinante como as
regides que flanqueiam os genes heterélogos, além disso, estdo sinalizados com setas 0os motivos
importantes na construcdo. As barras coloridas dispostas abaixo do mapa representam as regides
deletadas e a extensdo de cada delecdo, associada a cada passagem seriada em células Vero,

encontra-se descrita na tabela na parte de baixo da figura.

Na tabela representada mostrada na Figura 5.7, observa-se que a populacao
viral apresenta quasiespecies com delecdes na segunda passagem (2P). Uma delas
apresenta delecdo compreendendo os nucleotideos de 58 ao 774, perdendo assim
parte do motivo de N-glicosilacdo que precede a insercdo, além de todo o inserto e
parte da haste ancora da proteina E de DENV-4. Na passagem 5PA, pode ser
observada uma delecédo que vai do nucleotideo 142 ao 825, perdendo assim pouco
mais da metade do inserto além de parte da haste ancora de DENV-4. Ja na
passagem 5PB, observamos uma diversidade maior de delecdes, um dos padrdes
observado é uma delecdo que compreende os nucleotideos de3 ao 824, que é
praticamente igual ao padrdo observado na 5PA, uma outra variante compreende 0s
nucleotideos 28 ao 901, possuindo assim o inicio da NS1 e a parte final da TM2 da
haste ancora de DENV-4 e por fim uma que vai dos nucleotideos 192 ao 758
perdendo parte do inserto até a regido H2 da proteina E de DENV-4.

Os perfis de amplicons do virus gp41-MB5 ao longo das passagens seriadas

em células Vero podem ser observados na Figura 5.7(b). Na tabela observa-se que
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a populacao viral apresenta quasiespecies com dele¢cdes na segunda passagem
(2P), uma delas compreendendo os nucleotideos de 239 a 484, o que acarreta
perda de parte do inserto da gp4l. Na passagem 5PA, pode ser observada uma
delecédo que vai do nucleotideo 4 ao 489 perdendo assim desde o inicio do motivo
de nove aminoacidos da extremidade da proteina NS1, existente no N-terminal do
cassete de expressao heteréloga, até a regiao HR2 do inserto de gp41. Uma outra
possivel variante viral carrearia uma delecdo compreendendo do nucleotideo 58 ao
786 do cassete heterdlogo. Esta delecdo envolveria parte da regido do motivo de N-
glicosilagdo (motivo NTT) até pouco depois da regido fusionada ao gene heterélogo
correspondente ao motivo haste (H1)do dominio haste ancora da proteina E de
DENV-4, dominios fusionados a extremidade carboxi do cassete de expressao. Ja
na passagem 5PB s6 € observado um padréao de delecdo que vai do nucleotideo 46
ao 790 perdendo assim parte da regido do motivo de N-glicosilagdo(motivo NTT) até
a H2 da haste ancora de DENV-4, que representa a perda total do gene que codifica
a gp4l.

O virus FA/ gpl20-MB1 apresenta dois padrbes de delecdo ao longo das
passagens seriadas em células Vero.Uma desta, correspondente a delecéo
englobando os nucleotideos de 367 a 969 do cassete de expressao heterdlogo,
parece se fixar , conforme se pode constar as nos amplicons obtido nas passagens
2P e 5P. Além deste padrao, ocorre umoutro que vai do nucleotideo 304 ao 1752,
perdendo assim todo o inserto, além de parte da haste-ancora da proteina E de
DENVA4.

Apés essa analise inicial, tentamos elucidar potenciais restricdes na
construcdo do cassete heterélogo. Assim, foi estudado como seria a orientacao
prevista para a proteina recombinante na sua disposi¢cdo em relacdo membrana do
reticulo endoplasmatico em funcéo das regifes transmembranares do cassete. Para

tal, foi utilizado o programa Phobius (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/), que é

uma plataforma online onde é possivel predizer as regides transmembranas a partir
da sequéncia de aminoacidos de uma dada proteina. Este programa foi escolhido
por apresentar menores taxas de erros quanto as predicées quando comparado com
outros programas. A andlise das regides transmembranas e os mapas referentes as

delecdes estdo demonstrados nas figuras 5.8 (A a J) abaixo.

60


http://www.ebi.ac.uk/Tools/

()

(B)

(D)

Cassete completo (921 pb)

l NTT
FP HR1
28-90) | ‘FPPR|

‘ HR2 ‘

A58..774

11

Cassete completo (921 pb)

1

A

142..825 A143.824

1

cmlans ——  on csimenls —— gl pepeios —

l NTT
FP HR1
28.90 ‘ ‘FPPR|

Gp41-MB1, 2P

11

Il W

Gp41-MB1, 5P

1
we | eIl Eel

A28..901

0

e posteror st fr 9B 6t

Armmeres ——  cpepimiz 1 sl . s e ——

61

A192..758

I O — N N

[N—
iz & ¢

trtre

et

temic —— e gl — gl peptioe —



Cassete completo (933 pb) Gp41-MB5, 2P
1

Mo | v m o o]

A 239..484

Cassete completo (933 pb) Gp41-MB5, 5P
—1

11
Mo | m AN O OO

N4..489 A58..786 A239..484 A91..608
— o ) | — o [ o [ |
vl W H BN TN K wwe HTHEI B TEHETL]

62



1)

Gp120-MB1, 2P

oo
= | [ -

()

s«j
Gpl120-MB1, 5P
A367..969 (K) a304..1752
[ 0|
= | 1 ChEEEE INEEEE

!

Figura 5.8. Previsdo dos dominios transmembranares nas variantes virais obtidas pela
passagem seriada em células Vero dos virus recombinantes construidos. As barras cinzas

verticais representam as regides transmembranares.

Na figura 5.8 as letras referem-se: (A) gp41-MB1 2P, (B) gp41-MB1 2P com
delecdes, (C) gp41-MB1 5P, (D) gp41-MB1 5P com delecbes, (E) gp41-MB5 2P, (F)
gp41-MB5 2P com delecgdes, (G) gp41-MB5 5P, (H) gp41-MB5 5P com delecdes, (1)
gp120-MB1 2P, (J) gp120-MB1 2P e 5P com delecdes. Em cada bloco de passagem
seriada € primeiramente mostrado o cassete inteiro e a respectiva predicdo de
dominios transmembranas (dominios TM) e a seguir, a analise destes motivos nas
variantes da proteina obtida por delecdo parcial do cassete de expresséo heteréloga
na respectiva passagem.

Diante desse perfil de amplicons que englobam o cassete de expresséo
heter6loga para fragmentos da proteina env de HIV-1, existe uma grande
instabilidade nos virus recombinantes construidos, pois os fragmentos clonados no
genoma do virus FA sofrem dele¢cBes extensas.

Apesar destes resultados, decidimos caracterizar a expressao destes
fragmentos de Env quanto a deteccdo por um painel de anticorpos monoclonais

especificos para estas proteinas.
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Utilizamos um painel de anticorpos cedidos pelo NIH Reagents Program
(Tabela 5.2). Esses painéis foram entdo utilizados no ensaio de imunofluorescencia
para deteccdo de antigenos de HIV-1 em células Vero infectadas pelo virus gp120-
MBL1 visto que todo o painel de anticorpos era contra este mondmero constituinte de
Env. Nossa principal intengdo nesta etapa era nao somente detectar a expressao
deste antigeno lentiviral pela plataforma FA 17D, mas também a de estabelecer se a
proteina recombinante mantinha pelo menos parte de sua estrutura conformacional,
dado que parte destes anticorpos reconhecem epitopos conformacionais na proteina

env nativa.

5.4.2. Deteccao de epitopos de Env de HIV-1 por microscopia de
fluorescéncia

Os anticorpos testados frente ao virus gpl120-MB1 estdo descritos na tabela

5.2 a sequir:

Tabela 5.2- Anticorpos doados pelo NIH AIDS Reagent Program utilizados na
marcacao de imunofluoerescéncia.

Nome do Regido da ligacao
anticorpo
2G12 N-glicanos dos dominiosC2, C3, V4, e C4 da gp120.
VRCO03 Sitio de ligacdodo receptor CD4
VRCO1 Sitio de ligagédo CD4
HJ16 Sitio de ligagcédo CD4
PG9 Alcas V1-V2, estrutura quaternaria
PG16 Loops V2-V3, estrutura quaternaria
PGT121 Glicano N332 do loop V3 da gp120
PGT126 Glicano N332 do loop V3 da gp120
PGT145 Alcas V1-V2, estrutura quaternaria

Os anticorpos descritos acima foram entéo testados frente ao virus gp120-
MB1 e o controle negativo (Mock) para a verificagdo da expressédo da proteina de
envelope gpl120 (Figura 5.9).
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MOCK

MOCK VRCO1

MOCK PGT121

MOCK

Figura 5.9- Detec¢do por imunofluorescencia indireta de gp 120 de env do virus HIV-1 em

células Vero infectadas pelo virus FA recombinante para gp120. Monocamadas de células Vero

infectadas por 72h pelo virus FA/gp120-MB1 foram fixadas e marcadas com anticorpos especificos

para gpl20. Para revelagéo, anticorpo secundario conjugado a Alexa fluor 488(verde) foi utilizado,
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assim como, nucleos das células foram corados com DAPI (em azul). As fotos foram tiradas com
aumento de 100X e as barras de escala correspondem a 20um.

Os anticorpos que conseguiram revelar a expressao de gp 120 nas células
infectas foram: 2G12, VRCO01, PGT121 e PGT126. O anticorpo 2G12 como descrito
na tabela acima marca os glicanos presentes nas regibes C2, C3, V4, e C4 da
gpl120. O anticorpo VRC 01 reconhece o sitio de ligacdo da gpl20 do receptor
celular CD4 e por fim os anticorpos PGT121 e PGT126, as glicanas da posi¢cao da
sequéncia de aminoacidos 332 que se localiza na alga V3 da gpl120. O padrédo de
marcacdo foi semelhante em todos os anticorpos, mostrando-se espelhado pelo
citosol e sugerindo assim a exocitose da proteina do reticulo endoplasmatico.

Mesmo diante do perfil de instabilidade encontrado nos virus recombinantes
construidos, principalmente em relagdo ao virus gp120-MB1, o0 mesmo mostrou ser
capaz de expressar de alguma forma a proteina de envelope gp120 provavelmente
com certa estrutura conformacional mantida, visto que todos os anticorpos que
foram capazes de detectar este antigeno viral sdo conformacionais. Tal fato indica
gue a plataforma mesmo instavel se mostrou capaz de expressar um antigeno
heter6logo, no caso a proteina gpl20 do envelope de HIV-1 de uma maneira

conformacional correta.
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6. DISCUSSAO

A vacina contra febre amarela é considerada uma das vacinas mais seguras e
eficazes feitas até hoje. A atenuacdo do virus vacinal € um fator crucial para sua
seguranca, pois ele gera uma replicacao limitada do virus nos tecidos alvo, porém
capaz de gerar uma resposta imune robusta e de longa duracdo (Monath et al.,
2004). Estas boas qualidades da vacina a tornam um vetor promissor para a
expressdo de antigenos de outros patdgenos, que poderiam dar origem a vacinas
recombinantes.

Neste trabalho foram apresentadas trés construcfes de virus recombinantes
de FA17D que expressavam proteinas heter6logas do HIV-1, mais especificamente
as do envelope (gp4l e gpl120) e devido fato da originalidade do trabalho, 0 mesmo
s6 pbde ser comparado com um trabalho anteriormente desenvolvido no laboratorio
em que o alvo de expressdo eram proteinas de envelope de SIV As plataformas de
expressao escolhidas foram MB1 e MB5, pois as mesmas ja se mostraram eficientes
na expressao de antigenos heterélogos de SIV (proteina gp4l e parte da gpl120),
dados mostrados na Tese da Dra. Noemia Santana, 2015. A estratégia de insercao
entre a regido intergénica entre E e NS1 de FA17D ja vem sendo explorada pelo
NOSso grupo a alguns anos, e tal sitio tem se mostrado permissivo para a expressao
de proteinas inteiras e bastante promissor para a estimulacdo de resposta imune
contra estas proteinas, o que ja rendeu duas patentes depositadas no Brasil e no
exterior (Bonaldo &Galler, 2005; Bonaldo et al.,, 2012). Ja se foi demonstrada a
inducdo de resposta imune celular a proteinas derivadas de patégenos, como ASP-2
derivada de Trypanosoma cruzi, e proteinas de SIV mac239 (Bonaldo et al., 2010;
Nogueira et al., 2011; Martinset al., 2013 a Nogueira et al., 2013 a, Noemia Lima,
2015) e a expresséo da proteina p24 de HIV-1 por Franco e colaboradores em 2010.

Apesar da geracao de trés virus viaveis: gp41-MB1, gp41-MB5, gp120-MB1;
0S mesmos se mostraram altamente instaveis, apresentando delecfes em parte do
cassete de expressdo heterdloga ja na segunda passagem. O construto que
expressaria a proteina gpl140, ou seja, o trimero néo foi viavel na sua clonagem em
plasmidio em E.coli.. Este fato que pode ser explicado pela presenca de promotores
bacterianos cripticos. Deve ser considerado que o virus HIV-1 em seu ciclo infectivo
nao utiliza células procariotas e, portanto ao se clonar este tipo de sequéncia em

bactérias, as mesmas podem apresentar promotores bacterianos cripticos ao acaso
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qgue induzem a expressao de proteinas viriais ou de outros proteinas espurias.Isto
conhecido em flavivirus, onde existe uma dificuldade consideravel na obtencéo de
clones infecciosos virais (Pu et al., 2014; Li et al.,, 2011; Pu et al.,, 2011).Outra
explicacdo possivel seria 0 tamanho do inserto de aproximadamente 2kb, o mesmo
€ 0 maior inserto que ja foi testado nessa plataforma de expressao (Bonaldo et al.,
2014), entdo seu tamanho poderia influenciar no correto processamento e
disposicdo da poliproteina viral e assim tornando o virus inviavel. Entretanto, as
sequéncias similares de gpl120 de SIV expressas pelo virusFA tiveram uma maior
estabilidade que as equivalente de HIV. Seria interessante se estabelecer por
programas de predicdode promotores bacterianos se ha diferenca na presenca e
guantidade de promotores nestes dois fragmentos lentivirais. Assim, a obtencao da
expressao da foram trimérica de gp140 em células eucaridticas néo foi possivel por
simplesmente ndo termos conseguido clonar estas sequéncias em plasmideos
bacterianos, etapa necessaria para obtencéo de um cDNA molde. Uma possibilidade
gue possa resolver esta limitacdo seria a de introduzir trocas nas sequéncias
nucleotidicas de modo a nocautear 0s possiveispromotores cripticos. Isto jafoi
empregado na obtencédo de clone infeccioso estavel para DEN (Pu et al., 2011).
Além da instabilidade na clonagem de sequéncias do virus FA e os codantes
para proteinas heterélogas em E.coli, existe a restricdo de que o gene heterélogo a
ser expresso pela plataforma FA vacinal acarrete em um efeito deletério
consideravel no “fithess” do virus recombinante pela expressao de proteinas, ou até
mesmo pela presenca de elementos funcionais no RNA viral, que interfiram n&o
processo de replicacdo viral na célula hospedeira. Um exemplo disto, o da base
molecular da instabilidade dos virus recombinantes construidos, € 0 da expressao
de sequéncias contendo o dominio funcional de sitios internos de entrada
ribossomal (IRES) que demonstraram trazer instabilidade em um virus recombinante
gue expressava fragmentos do antigeno de Gag de SIV. Apés a introducdo de
mutacdes neste motivo lentiviral, o virus FA recombinante carreando o motivo
nocauteado tornou-se estavel até a vigésima passagem seriada em células Vero
(Bonaldo et al., 2014). Outro fato que p6de ter desencadeado tal instabilidade nos
virus FA que expressam gpl20 e gp4l, sdo propriedades intrinsecas do gene
heterélogo. Assim, em um dos virus obtidos neste trabalho, o que expressa uma
forma truncada da gp4l, a presenca do peptideo de fusdo, motivo que dispara a
fusdo viral as membranas celulares da célula infectada e esta ligada a instabilidade

genética deste recombinante. Este é um fragmento hidrofébico que é naturalmente
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protegido em HIV com a associacdo a gp120. No caso da expressdo Unica da gp 41,
ndo existe qualquer sequéncia especifica que iniba a associacdo deste dominio a
membrana do reticulo endoplasmatico. Por outro lado, a predicdo de alfa-hélices
transmembranares indica que a proteina recombinante teria trés dominios
transmembranares. Assim, especulamos que este trecho hidrofébico com a
capacidade de formar dominios transmembranares acarrete na mudanca da
topologia de membrana da poliproteina viral e portanto, isto implicaria em alteracdes
deletérias no  processamento da poliproteina viral. Tais dados podem ser
confrontados com os resultados apresentados na Tese de Doutorado da Dra.
Noemia Lima, 2015 em que foram construidos virus recombinantes nas mesmas
plataformas que expressavam a proteina gp4l de SIV. Tais virus mostraram-se
instaveis quando comparados com o0s que foram nocauteados para esse sitio,
demonstrando assim a influéncia do mesmo na estabilidade viral. Um possivel
desdobramento deste trabalho seria a da introducédo de alteragcdes nucleotidicas
neste dominio de modo a romper as propriedades fusionais dele. Esta estratégia
seria expandida também para a obtencao de gp140.

A tentativa de expressao do trimero (gpl40) é de suma importancia, pois €
contra esta estrutura que sao dirigidos os anticorpos com atividade neutralizante
sendo assim um fator chave pra imunogenicidade(Reitter et al., 1998; Wei et al.,
2003; Pikora, 2004; Walker et al., 2011; Horiya et al., 2014), no entanto a estrutura
trimérica da espicula viral é extremamente instavel (Moore et al., 2006). Varios
estudos tém sido realizadaos com objetivo de estudar modificacbes que tornem essa
estrutura mais estavel, sendo possivel a indugcédo de anticorpos neutralizantes (Binley
et al., 2000; Sanders et al., 2002; Beddows et al., 2005; Sanders et al., 2013). A
geracdo de virus rFA17D que expressem estas proteinas com capacidade de
trimerizacdo na conformacdo nativa seria interessante para o desenvolvimento de
vacinas para o HIV, ou SIV como modelo. Finalmente, para conseguirmos obter a
expressdo desta proteina pelo virus FA, termos que estabilizar esta sequéncia em
plasmideos bacterinanos, que seja pelo nocaute de promotores procariotico
cripitocos ou pela escolha de plasmideos que aumentam a estabilidade na
bactéria.Um ponto a favor desta abordagem é que a expresséo de gp 120 parece
manter pelo menos parte dos epitopos conformacionais.

Por outro lado, devemos considerar que a expressao da gpl20 completa de
HIV-1 foi também instavel. O mapeamento das regifes deletadas durante a

passagem seria do virus FA recombinante em células Vero indica que as algas V1 e
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V2 sao preferencialmente deletadas. O interessante que o fragmento similar de
gp120 de SIV que clonamos anteriormente e que apresenta uma maior estabilidade
genética foi derivada de um gene sintético no qual removiamos algumas sequéncias
desta proteina, em especial V1 e V2. Este construto da gp 120 de SIV foi baseado
na proteina recombinante obtida que foi utilizada para a elucidacdo de parte da
estrutura tridimensional de gpl20 (Harrison et al., 2005). Pode ser que estes
dominios provoquem instabilidade viral. Assim, seria interessante expressar
variantes da gp120 e da gpl40, nas quais estas alcas ndo fossem expressas. A
principal limitacdo desta abordagem estaria relacionada a perda de determinantes
antigénicos que poderiam ser importantes.

O conjunto de dados obtidos neste trabalho indica que a expressao proteinas
heterdlogas pelo virus FA vacinal deve ser precedida por uma analise fisico-quimica
e funcional rigorosa a fim de se tentar evitar potenciais restricbes ao éxito da
estratégia.

Diante dos resultados apresentados os objetivos especificos relacionados a
avaliacdo da resposta frente aos virus recombinantes em modelo murino nao foi
cumprido, visto que a resposta seria dada a virus com insertos diferentes do
tamanho correto e assim seria impossivel rastrear contra qual epitopo a resposta

estaria sendo montada.
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7 CONCLUSOES

o A expressdo de antigenos do envelope viral do HIV-1 utilizando a plataforma
do virus vacinal da Febre Amarela que utiliza a regido intergénica entre E/NS1 gerou
trés virus recombinantes viaveis: gp41-MB1, gp41-MB5 e gp120-MB1;

o Né&o foi possivel obter virus FA recombinante para gp140 devido ao insucesso
da clonagem desta sequéncia no clone infeccioso do virus FA. O possivel motivo
disso pode ser a presenca de promotores bacterianos cripticos que impecam a
clonagem do fragmento;

. Os virus recombinantes construidos foram instaveis, ja apresentando delecao
parcial do cassete de expressdo na segunda passagem seriada;

o Os virus recombinantes construidos que expressavam a proteina gp4l
apresentavam uma regido de peptideo de fusdo na sua sequéncia, tal fato pode ter
trago instabilidade para tais virus, visto que o peptideo de fusdo é uma sequéncia
hidrofébica que mantém a proteina ancorada a membrana atrapalhando assim a
correta topologia de membrana e o processamento normal da poliproteina viral.

o Os anticorpos 2G12, VRCO1, PGT121 e PGT126 reconheceram epitopos
conformacionais da proteina gpl120 expressos pelo virus recombinante gp120-MB1
mostrando que este virus apesar de intavel, € capaz de manter de certa forma a

estrutura conformacional da gp120 na sua forma nativa.
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8 PERSPECTIVAS

o Fazer a predicdo de promotores bacterianos cripticos que podem estar
relacionados com a inviabilidade de clonagem molecular em plasmideos bacterianos
e assim incorpora-las em novos genes sintéticos, principalmente de gp140;

o Deve-se construir virus recombinantes que expressem a proteina de envelope
gp4l com o sitio do peptideo de fusdo nocauteado visto que tal estratégia
estabilizou os virus com esse mesmo inserto de SIV;

o Deve-se tentar expressar a proteina gpl40 em outros vetores plasmidiais,

visto que tal construcao néo foi possivel na nossa plataforma de expressao;
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