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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causpdb Mycobacterium
tuberculosis que necessita de uma vacina mais efetiva, paisiea vacina licenciada
apresenta eficacia variando entre 0 a 80%. Entestegtégias em desenvolvimento destaca-se
a vacina DNAhsp65, que consiste de um plasmideoegando o genehsp65 de
Mycobacterium lepraeque demonstra eficacia na profilaxia da TB. ComsoHSPs séo
proteinas altamente conservadas e podem desencadgaostas auto-imunes, seria
interessante o desenvolvimento de uma vacina baseadtilizacdo apenas dos epitopos da
proteina Hsp65 reconhecidos por células T. Estadosvacinas de DNA baseadas na fuséo
de peptideos a glicoproteina D (gD) do Herpes VIips-1 tém mostrado maior ativacao de
linfocitos T e B peptideos-especificos. Dessa formaresente trabalho teve como objetivo a
construcdo e avaliacdo da imunogenicidade de vaaeaDNA constituidas pelo gene da
proteina gD e a seqliéncia génica que codificam® @pitopos da Hsp65. Para a obtencéo da
sequéncia codificadora dos epitopos, denominada,\facrealizada uma sintese génica e em
seguida, essa sequéncia foi fusionada ao geneogiifeca a gD em dois sitios presentes em
seu interior, no sitio da enzindgad e entre os sitios das enzinfaall e Apa, com a retirada
de uma porcao central da gD. Além dessas conssutgiebém foi realizada a construgédo da
Vac2 pela ligacdo de fragmentos Vacl que em sedaidasionada ao gene da gD no sitio
de Apd. Essas construgdes, gDVaclAA, gDVaclPA e gDVawam clonadas no vetor
pVAX1 e avaliadas quanto a expressao das protefass a caracterizacdo, camundongos
foram imunizados com quatro doses das vacinasneirgogenicidade avaliada apés trinta dias
da ultima dose. Os ensaies vivoforam realizados com o soro para dosagem de gmbis@
com as células do bago, que foram estimuladas sgonoéeinas Hsp65, Vacl e Vac2. Como
resultado, obtivemos duas construcbes vacinais, XpVaclPA e pVAXgDVacz,
eficientes em induzir anticorpos do subtipo IgG2peeificos a proteina e aos epitopos da
Hsp65 e as trés vacinas, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclRApVAXgDVac2, foram
capazes de induzir proliferacdo de linfocitos Tradpcéo de IFN-apos estimulex vivo As
vacinas foram, portanto, eficazes em desencadegradinéio de resposta Th1l importante no

combate ao bacilM. tuberculosis



ABSTRACT
CONSTRUCTION OF A BIVALENT DNA VACCINE ENCODING
MYCOBACTERIUM HSP65 EPITOPES AND HSV-1 GD PROTEIN AGAINST
TUBERCULOSIS

Tuberculosis (TB) is an infectious disease, caudsd the infection with
Mycobacterium tuberculosind needs a vaccine more effective, for the onlyrent
permitted vaccine shows its effectiveness varyin@-80%. DNAhsp65 vaccine is among the
strategy in development, it consists of a plasm@ding theMycobacterium lepradnsp65
gene and has been efficient in the prophylaxy of ABthe HSPs are conserved and they can
induce autoimmune disease, a vaccine based onthenepitopes of the Hsp65 protein
recognized for T cells could be more interestinudies with DNA vaccines based on the
fusion of peptides to Herpes Type Virus-1 D glyaipin (gD) have improved the activation
of peptide-specific T and B cells. In this contdkg aim of this study was the construction of
DNA vaccines encoding gD protein plivsycobacterium lepraéisp65 protein epitopes and
the evaluation of its immunogenicity. The gene sege encoding the five Hsp65 epitopes,
called Vacl, was obtained by synthetic gene andr #fat, this sequence was fusioned in two
sites inside gene that enconding the gD, inApal enzyme site and between tReull and
Apal enzyme sites with the withdrawal of a gD centraltipo. In addition, Vac2 was
contructed through the linking of Vacl fragmenticfeed by its insertion in thépal site
inside gD gene. These constructions, gDVaclAA, g&\vA and gDVac2 were cloned in
pVAX1 vector and they were evaluated to proteinregpion. After the characterization, mice
were immunized with four doses of vaccine and tienunogenicity was evaluated after
thirty days from the last immunization. Tlke& vivoassays were carried by quantification of
antibodies in the serum and the splenocytes werailsted with the Hsp65, Vacl and Vac2
proteins. As result, two vaccine constructions, pdgBVaclPA and pVAXgDVac2 were
efficient in the induction of IgG2a subtype antibesd specific to Hsp65 protein and its
respective epitopes. All the three vaccines pVAXg@OVAA, pVAXgDVaclPA and
pVAXgDVac2 were capable to induce T cell prolifépat and IFNy production after
stimulation. Therefore, the vaccines were efficininduce a Th1l profile which is important
in the combat tdycobacterium tuberculosizacillus.
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1.0 INTRODUGCAO
Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa caugeda bacilo Mycobacterium
tuberculosis Esta doenca foi uma das primeiras que teve sente@tioldogico descoberto e
uma vacina desenvolvida (Calmette, 1929; Koch, 1,982 entanto, permanece como a
segunda maior causa de morte por doencas infescitsanundo (Kochi, 2001). Dados
epidemiolégicos indicam que um terco da populacéondial (aproximadamente 2 bilhdes de
pessoas) esta infectada com o bacilo da TB (K@€Hi1), cerca de 8 a 10 milhdes de novos
casos ocorrem todo ano e aproximadamente 1,7 rsiltid@essoas morreram de TB em 2006
(Tuberculosis, 2007).

Essa doenga sempre esteve presente em paises &amoliémento, no entanto, esta
ultima década foi marcada por uma reemergénciaabido TB, devido principalmente a co-
infeccdo com o virus da imunodeficiéncia humanavjHk ineficiéncia dos sistemas de
saude, as condicfes de desnutricdo e pobreza ermdetdas regides. Embora a maioria dos
casos de TB possa ser tratada com as drogas disfgna atualidade, a duracdo da terapia é
um dos principais obstéaculos e, consequentememtgammdono do tratamento contribui para o
aparecimento de casos Mk tuberculosisnulti-drogas resistentes (MDR) (Espinal, 2003) e,
mais recentemente, das cepas extensivamente méssst€XDR) (Raviglione, 2006;
Tuberculosis, 2007) o que contribui ainda mais par@emergéncia da doenca.

Embora a TB possa ocorrer em outras partes do darp@no (0ssos, rins, pleura,
intestino, cérebro, etc), a tuberculose pulmonarférma mais comum da doenca (Flynn e
Chan, 2001). Grande parte da populacdo mundiaitjdwe em contato coril. tuberculosis
no entanto, de 5 a 10% desenvolvem a TB ativa. @ 90 a 95% desenvolvem uma
infeccdo latente, com formacao do granuloma e c@md® chance de reativacdo da doenca

(Smith, 1994) devido a um quadro de imunossupressé@sado por diversos fatores, como a
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infeccdo pelo HIV, desnutricdo, tratamento prolaltgaom corticéides e abuso de alcool e
drogas (Flynn e Chan, 2005; Rook, Dhedlal, 2005).
A infeccéo comM. tuberculosiglepende de varios fatores associados a bacténmm, ¢

0 numero e a viruléncia dos bacilos inalados e @prigas variagcbes genéticas desse
microorganismo, depende também de fatores assaciadohospedeiro como, variacoes

genéticas da resposta imunolégica (Berrington erl@007) e a condicdo imunolégica do

individuo exposto (Dannenberg, 1993). Um grandaftte® entender melhor a resposta
imunologica do hospedeiro contra o badotuberculosisentender o que leva a resisténcia
ou susceptibilidade a esse patdgeno, porque algdivéduos apresentam a TB disseminada e
a maioria a TB pulmonar (Berrington e Hawn, 2007poeque a uUnica vacina licenciada

apresenta grande variacdo na sua eficacia (Fiod,)20

Resposta Imunolégica na Tuberculose

M. tuberculosisé uma bactéria aerdbica considerada Gram pogitvgossuir uma
camada espessa de peptideoglicanos ao redor daramamflasmatica formando a parede
celular. No entanto, essa estrutura apresentateesicas particulares quando comparada a
parede das outras bactérias Gram positivas. Formpad®0% de lipidios a parede desse
bacilo impede a passagem de uma grande quantigadebdtancias que o torna resistente a
detergentes, antibidticos, corantes e acidos. Apésasa bactéria ser considerada Gram
positiva, sua identificacdo é feita principalmeptda técnica de Ziehl-Neelsen, na qual o
bacilo € corado com fucsina e ndo descora com &wléacido-alcool, caracterizando-o como
uma bactéria alcool acido resistente. Esse baci#inéa, um patdgeno intracelular capaz de
estabelecer uma infeccdo por toda a vida do hospede a resposta imunologica
desencadeada contra ele é bastante complexa emdolveuitos componentes do sistema

imunologico (Patrick R. Murray, 1997).
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A infeccéo comM. tuberculosis estabelecida quando particulas de aerossolncimte
bacilos viaveis sédo inaladas e alcancam os alvguld®monares do individuo (Loundon,
1967). No pulméao, esse patdgeno interage primeirsar@mm 0s macrofagos alveolares que
fagocitam-no através principalmente dos receptdeananose (MRylannose Receptpe do
complemento 3 (CRZ;omplement Recepto) 8Schlesinger, 1993; Kang, Azad al, 2005).

No entanto, varios outros receptores, CR1, CR4,400D, Cluster Diferenciatiolp receptor
Scavenger A e receptor da proteina surfactantenéan podem reconhecer e ligar ao bacilo
M. tuberculosigErnst, 1998).

Apés o contato do bacil®é. tuberculosiscom os macréfagos alveolares, células
dendriticas (DC,Dendritic Cel) e macréfagos derivados de mondcitos também séo
envolvidos no processo de fagocitose (Hendersonkifgaet al, 1997; Thurnher, Ramoner
et al, 1997). Apesar da expressdo de CR3 e MR nas D€sgsecélulas utilizam
principalmente uma lectina, DC-SIGN (SIGISpecific Intercellular Adhesion Molecule-
Grabbing Nonintegrin que se liga a manLAM Mannosylated Lipoarabinomanngn
lipomanana, arabinomanana e o antigeno de 19kDa, (klddalton) na superficie do bacilo
para internalizi-lo (Bodnar, Serbimd al, 2001; Tailleux, Schwartet al, 2003). O DC-
SIGN foi primeiramente descrito em células denchfij entretanto, estudos recentes
demonstram a expresséao induzida desse receptoraendfagos alveolares sendo encontrado
nos macrofagos do lavado broncoalveolar de paciaesim TB (Tailleux, Pham-Thet al,
2005).

Outros receptores envolvidos no reconhecimentoalégpnos sdo os TLRs (TLR,
Toll Like Receptgrque constituem uma familia de proteinas transmé&midas conhecidos
como receptores de reconhecimento padrao (PRRRern Recognition Recepj)afAderem e
Ulevitch, 2000). A interacdo enth. tuberculosiee os TLRs € um evento inicial e estudos

vitro indicam que esse patdgeno é reconhecido por vaii&s, incluindo TLR2, TLR1,
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TLR6, TLR9 e possivelmente TLR4 (Quesniaux, Fremendal, 2004). Alguns estudos
indicam o papel central do TLR2 no reconhecimergssd bacilo que expressa um grande
repertorio de ligantes para essa molécula, lipepmas, lipideos e LAMLiporabinomanana)
(Brightbill, Libraty et al, 1999; Underhill, Ozinsket al, 1999; Thoma-Uszynski, Stengetr

al., 2001). No entanto, estudos recentes demonstranT@&9 coopera com TLR2 no
reconhecimento do bacild. tuberculosispor macréfagos e células dendriticas (Bafica,
Scangeet al, 2005; Berrington e Hawn, 2007).

Os macrofagos sao descritos como essenciais ngdindida resposta imunolégica
contra a TB pelo fato de serem as células que oot bacilos e também por exercerem
funcdes microbicidas como a liberacao de enzinsasdiomais durante a fusdo do fagossoma
ao lisossoma e a geracdo de intermediarios reat@osxigénio (ROIs) e do nitrogénio
(RNIs) que sao toxicos para o bacilo. Aléem disse, neacrofagos atuam como células
apresentadoras de antigenos (AP&gjgens Presenting Ce)l& podem ativar a imunidade
adaptativa (Flynn, 2004).

Outra consequéncia importante da interagdo do dbadl tuberculosis com
macréfagos e DCs é a rapida indugdo da producaguduiocinas e citocinas pro e
antiinflamatérias, como TNE; IL-12, CXCL2 e CXCL10 responsaveis pelo recrutatnes
ativacdo das ceélulas (Ferrero, Biswetsal, 2003). Essas citocinas e quimiocinas recrutam
células T, neutréfilos e células natural killerKjNoara o local da infeccdo coordenando a
resposta inflamatoria e adaptativa codrauberculosigBerrington e Hawn, 2007).

As células NK sdo recrutadas para o pulméo dumstestagios iniciais da infeccao
com M. tuberculosis sdo fontes priméarias de IFNe podem causar lise dos macréfagos
infectados (Vankayalapati, Gamrg al, 2005). O IFNy € uma citocina essencial para a
ativacdo eficiente dos macréfagos por induzir NOBIOS, Nitric Oxide Synthage

responsavel pela formagdo dos RNIs (Bhatt e Salg20@7), além disso, essa molécula
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regula a migracao de neutroéfilos para o pulméao dF&maviratneet al, 2006). Outra célula
importante nessa fase da infeccdo séo as ceélulds(aiifesentam receptor de célula T-TCR,
T Cell Receptoe marcador de células NK) que reconhecem antigefiogprotéicos dél.
tuberculosisassociados as moléculas CD1d expressas em AP&xriagem o0 crescimento
do bacilo de maneira dependente de granulosimak(@mt, Porcelliet al, 1994; Gansert,
Kiessleret al, 2003).

Além do recrutamento de células NK e NKT estudzaizados em camundongos
indicam que as célulasyd precedem as células convencionais T CR4T CD8 e séo
importantes em modular a resposta imunoldgica efetontra a TB. Uma vez ativadas essas
células secretam IFiKe TNFa que reforcam a capacidade bactericida dos maa®f&gsas
células se concentram na superficie epitelial @esin maior nimero em pessoas infectadas
com M. tuberculosisou vacinadas com BCG (Bacilo Calmette-Guérin) Ressmaret al,
1996; Hoft, Brownet al, 1998). Apds o contato coM. tuberculosisas células #6 também
secretam IL-2, apresentam atividade citolitica (KuBatrill et al, 1990) além de secretar IL-
17 em resposta a IL-23 secretada por células deadr{Lockhart, Greeat al, 2006).

O TNF-u secretado pelos macrofagos infectados e outras tgelulares € uma
molécula bastante importante no controle da TBale@scina, além de atuar em sinergismo
com IFN«y induzindo a morte dBl. tuberculosisvia RNIs (Chan, Xingt al, 1992) também
pode promover a morte por apoptose dos macréfafestados (Keane, Balcewicz-Sablinska
et al, 1997). Nesse caso pode favorecer a apresentagZzarla de antigenos micobacterianos
as células T CD8por células APCs que fagocitam os corpos apop®ijevinau, Webeet
al., 2006). A importancia do TNEk-na defesa do hospedeiro € demonstrada em estados n
qual o tratamento com anti-TNFtorna camundongos mais susceptiveis a infeccadBot
(Kindler, Sappinoet al, 1989), o hospedeiro falha no controle da repdioabacteriana

(Flynn, Goldsteinet al, 1995) bem como na formacéo do granuloma (RoaehnBt al,
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2002). Alem disso, tem-se observado que paciemésadbs com anti-TNk- apresentam
reativacao da TB (Gardam, Keystogteal, 2003).

Apesar das varias funcfes efetoras da respostalagica os bacilos sao altamente
adaptados ao homem e ao infecta-lo sédo capazesaleae dos mecanismos iniciais de defesa
desencadeados pelo hospedeiro. Algumas dessaegsasale escape estdo relacionadas ao
metabolismo oxidativo dos macrofagos. A interac@gpencial via receptores como o CR3,
por exemplo, impede dourst’ oxidativo, diminuindo a producéao de ROIs e euvitara acao
toxica dos mesmos sdld. tuberculosis(Wright e Silverstein, 1983). Além disso, enzimas
como a catalase e superoxido dismutase produzidas pnicobactérias sao capazes de
degradar espécies reativas do oxigénio (Cole, Bresal, 1998). O bacilo da TB também &
capaz de sobreviver no interior de macrofagos mataa fusdo do fagossomo com o
lissosomo (Armstrong e Hart, 1975). Estudos demamstque a fagocitose do bacild.
tuberculosisvia interacdo LAM-receptor de manose em macréfdgamanos impede a
formacgao do fagolisossomo (Kang, Azztcal, 2005).

Além disso, os bacilos submetidos as condi¢coesdasi de estresse no interior dos
macréfagos, como a prépria entrada na célula dpeuesro, liberam altas concentracdes de
proteinas de choque térmico, como a Hsp65, as godism induzir a liberacdo de TNFe
de TGFf, aumentar a transcricdo das citocinas IL-1, [LeIDNF-a e diminuir a transcricao
da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) e, conse@imemnte, diminuir a sintese de RNIs
(Lima, Bonatoet al, 2001). Os bacilos também podem inibir a apoptise macrofagos
infectados reduzindo a atividade do TMFeomo é visto em macrofagos infectados ddm
tuberculosisH37Ra virulento (Balcewicz-Sablinska, Keaeteal, 1998)

Dessa forma o estabelecimento da imunidade inatttacos bacilos n&o € suficiente
para elimina-los, mas é muito importante no dinegimnento da imunidade especifica que

potencializa os mecanismos efetores da imunidada.in
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A ativacdo da imunidade adaptativa € dependentelidas dendriticas que apos a
interacdo conM. tuberculosisem um processo dependente de TLRs aumentam assdpre
de moléculas co-estimulatorias (CD40, CD86 e CD8@)éculas de adeséo e do receptor de
quimiocina CCR7, passando de um fendtipo imatum @eficiente na fagocitose para um
fendtipo maduro eficiente na apresentacdo de anusgéBuettner, Meinkemt al, 2005).
Essas células migram para os linfonodos drenanstivam células T que séo responsaveis
pela imunidade adaptativa (Abbas, 2005). As célliladquirem inicialmente um padrdo Thl
que é critico na protecao contra a TB.

Esse padrdo observado € ativado devido a trésirag a IL-12 que foi a primeira
citocina descrita com essa funcéo, a IL-23 (conipart cadeia p40 com a IL-12) e mais
recentemente a IL-27. A IL-12 induz e mantém o @adrhl e é uma citocina importante na
estimulacdo da producdo de IFN@Bhatt e Salgame, 2007). Estudos em camundongos
deficientes de IL-12 demonstram ineficiéncia emteoa infeccdo conM. tuberculosise a
reposicdo com essa citocina reduz a carga bacidrasa a patologia (Castro, Sileaal,
1995; Cooper, Magraret al, 1997).

A IL-27 é secretada antes da IL-12, esta envolwidaniciacdo do fenotipo Thl e
exibe propriedades pro e antiinflamatorias (Vilari Huanget al, 2004). Estudos em
camundongos deficientes de um componente do readgptih-27 demonstram diminui¢cdo na
carga bacilar e aumento no infiltrado de célula804" nos pulmdes (Pearl, Khadet al,
2004). Outro grupo demonstrou que na falta dessmnmeeceptor hd aumento na IL-12p40,
TNF-a e IFN+, além da diminuicdo na carga bacilar (Bhatt e @afy 2007). No entanto,
apesar do restrito crescimento da micobactériangsass sucumbem a infec¢cdo devido a
grave imunopatologia (Pearl, Khadsral, 2004; Bhatt e Salgame, 2007). Dessa forma, a IL-
27 € mais critica na sua acdo antiinflamatoria we g inducdo do padrdo Thl (Villarino,

Hibbertet al, 2003).
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Ja a IL-23 é capaz de induzir células Thl na aisé@aclL-12, mas a resposta Thl e a
protecao contra M. tuberculosisndo sao perdidas na auséncia dessa citocina (KHeke|
et al, 2005). Apesar do envolvimento da IL-23 no destmwv@no das células Thl, essa
citocina é principalmente descrita como indutorgpddrédo Th17, um fendtipo recentemente
descrito para as células T.

Trabalhos mais recentes vém demonstrando a preslencélulas Th1l7 na infeccéo
comM. tuberculosigKhader, Pearét al, 2005; Lockhart, Greeet al, 2006). A citocina IL-
23 indutora desse padrdao é produzida por céluladrifieas ap0s exposicdo ao badib
tuberculosise induz a diferenciacéo de células Th17 (KhadeaylRt al, 2005). Estudos vém
demonstrando que a resposta de memoéria Thl vispaulntho de camundongos vacinados e
infectados comM. tuberculosisé dependente de IL-17 e IL-23 (Khader, Ballal, 2007).
Além disso, o papel dessas citocinas parece spertiavel na resposta protetora primaria,
mas importante em estagios mais tardios da inflamagois na auséncia de IL-23 ha um
aumento na inflamacédo e diminuicdo da fibrose (khaéearlet al, 2005). Dessa forma, os
niveis de IL-12 e IL-23 produzidos por células atéelas conM. tuberculosisparecem ser
cruciais no balango entre Thl e Thl7 que serédo riap@s na regulacdo da inflamacao
(Khader e Cooper, 2008).

Apesar do padrdo Thl7 ser desenvolvido na TB aslasélThl sdo as mais
importantes no controle dessa doenca. Isso é amiepelo fato do bacil®l. tuberculosiser
um patoégeno fagocitado sendo processado e apréseptacipalmente via moléculas de
MHC-II (MHC-Il, Major Histocompatibility Complex class)llpara as células T CD4
(Abbas, 2005). Essas células respondem produzifey le ativam outras células como as
APCs, T CDS8 e células B (Abbas, 2005). Na auséncia das célua®4 ou das moléculas
de MHC-II camundongos ndo conseguem controlar kcag@do bacteriana (Caruso, Serbina

et al, 1999; Saunders, Franét al, 2002). A transferéncia adotiva de células T CD4
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especificas ao bacilo confere protecdo a animaafidelos comM. tuberculosis(Feng e
Britton, 2000). Além disso, pacientes infectadosncHIV que tem baixa quantidade de
células T CD2 apresentam maior susceptibilidade a infec¢éo Fbrtuberculosis(Aaron,
Saadouret al, 2004).

Apesar das células T CD4erem as principais células da imunidade adaptaiiv
combate ao bacily. tuberculosisas células T CD8também apresentam um papel central
no combate a esse patdgeno, provavelmente pelalaakty citotoxica (Stenger, 200&)
producdo de IFN-(Van Pinxteren, Cassidgt al, 2000). Estudos tém demonstrado que o
bacilo dentro do fagossomo pode ter acesso aolastop sendo, entdo, apresentados aos
linfocitos T CD8 via MHC de classe | (Serbina e Flynn, 2001). Aam@ncia dessas células
é evidenciada por experimentos que mostram a prasdés células T CD8produtoras de
IFN-y no pulmdo duas semanas apds a infeccdo (Serbirlyne, 1999)e dentro do
granuloma onde previne a disseminacao de célulastanas (Gonzalez-Juarrero, Tureer
al., 2001).Além disso, em humanos infectados é possivel igplarde quantidade de células
T CDS8 especificas pard. tuberculosisindicando que essas células sdo estimuladas por
antigenos micobacterianos (Grotzke e Lewinsohn5R00

Ja o papel das células B e anticorpos na respostaaca TB ainda ndo esta bem
estabelecido. Alguns pesquisadores demonstram bagjar aumentada no bago e figado de
animais deficientes de células B quando infectad@mdermeier, Venkataprasaet al,
1996). Ao contrario, outros pesquisadores ndoigardm nenhuma diferenca entre animais
deficientes de células B e selvagens quanto aaaterdo baciloM. tuberculosisH37Rv
(Johnson, Coopeet al, 1997). Além disso, é evidenciado que anticorpesadps na
vacinagdo com BCG e na infec¢cdo com o patdgenaviBrGruzet al, 2003) sdo irrelevantes
no controle da replicagcdo bacteriana. Apesar desstexto, 0os anticorpos podem evitar a

transmissdo do bacilo neutralizando as micobastési&racelulares presentes em areas ativas
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de replicacdo dentro de lesbes cavitarias; podesonigar M. tuberculosismelhorando a
fagocitose pelos neutrofilos e macrofagos facititam eliminacdo do patégeno e a ativacao
de células T (Hoft, 2008).

A imunidade inata e adaptativa culmina na formagégranuloma que consiste de
células epitelidides e células gigantes multinuddsaderivadas de macrofagos infectados
rodeadas por células T CHO4T CD8, NKT e Ty na tentativa de montar uma resposta
imunologica eficaz que contenha a infeccdo (Flyr@@han, 2001). Em estagios mais tardios
ele é rodeado por tecido fibroso e pode persistirggcadas contendo a infeccdo em um
estado de dorméncia (Skeiky e Sadoff, 2006). Bxist@portantes evidéncias de que a
manutencado do granuloma é essencial para a prevdag&ativacao da doenca. Entretanto, a
exata natureza das respostas imunolégicas queamrdereativacao da infeccao ainda nao foi
completamente esclarecida (Salgame, 2005). Emithdre imunossuprimidos, nos quais o
equilibrio entre o sistema imunoldgico do hospedeiro patdégeno é quebrado, ocorre a
reativacao e, muitas vezes, a disseminacgéo da a¢éagdam, Keystonet al, 2003).

A resposta imunolégica na TB € complexa, envolveséipos celulares e moléculas,
mas em muitos casos nao consegue eliminar o b&mlmo discutido anteriormente para a
geracdo de imunidade contra a TB é necessariaagdgede uma resposta Thl. No entanto,
surge um paradoxo quando se considera que o h@oNmca este tipo de resposta logo no
inicio da infecgdo no homem e na maioria dos madafimais, mas esses organismos podem
desenvolver posteriormente a doenca ativa (RookdBét al, 2005).

Alguns pesquisadores sugerem que a falha na elg&indo patégeno ocorre devido a
inducdo de células T reguladoras (Treg) que iniaeroélulas T efetoras por interacao célula-
célula ou por producédo de IL-10 durante a infeq€awyot-Revol, Innegt al, 2006; Kursar,
Koch et al, 2007). A citocina IL-10 também ¢é produzida pduleés dendriticas e macréfagos

infectados conM. tuberculosigHickman, Charet al, 2002) e por células T de pacientes com
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TB (Gerosa, Nisiiet al, 1999). Embora a auséncia de IL-10 ndo aumengsiat&ncia ao
bacilo M. tuberculosis(North, 1998) uma super-expressao resulta navegdinv da doenca
(Turner, Gonzalez-Juarreret al, 2002). Dessa forma, as Tregs podem ter um papel
importante na persisténcia da infeccdo ddmuberculosise corroboram com dados do nosso
grupo de que camundongos com maior frequéncia béaséT reguladoras no sitio da
infecgdo apresentam uma menor producéo deylENL-2 por células efetoras CB@D25 e,
consequentemente, menor capacidade de controtascrmento do bacilo (Paula, 2007).
Outros pesquisadores acreditam que a presenca gedr@io Th2 de resposta com
producdo de IL-4 antes e apos a infeccao bhntuberculosispode prejudicar a eliminacéo
do patégeno. Trabalhos demonstram um aumento wlaigao de IL-4 em pacientes com TB
(Seah e Rook, 2001), bem como a relacdo destangdtoom a gravidade da doenca (Jimenez-
Martinez, Linarest al, 2004). O aumento na expressao dessa citocinageodksencadeado
por componentes lipidicos e lipoprotéicos presemas parede celular do bacilvl.
tuberculosis(Reed, Domenecét al, 2004). A IL-4 prejudica a atividade microbicidavito
a reducdo na atividade da enzima NOS2, diminuicgptage de células infectadas, além de
aumentar a proliferacdo de células Treg e tambémeatar a toxicidade do TN&-que
intensifica a imunopatologia da TB (Rook, 2007)ame desse quadro, o desenvolvimento
das novas vacinas deve levar em consideracao atampia do padrdo Thl na resposta contra
a TB, mas também a presenca desses outros padrOesmbsta durante a infeccdo que

influenciam no resultado dessa doenca.
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Vacinas

BCG (Bacilo Calmette-Guérin)

A Unica vacina atualmente licenciada para a prafilaontra a TB € a BCG, uma
vacina viva atenuada derivada da linhagenMgtieobacterium bovigOettinger, Jorgensest
al., 1999). Essa vacina foi descrita em 1921 parsegepcao da tuberculose e adotada pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1948. No entaesgedaquela época muitos trabalhos
relataram a ineficacia dessa vacina (Brimnes, 20B8) é efetiva na protecdo contra a
tuberculose grave em criancas, entretanto, eliatveemente ineficiente contra a doenca nos
adultos, principalmente em paises em desenvolvoneatiando de 0 a 80% em diferentes
populacdes (Colditz, Brewet al, 1994; Fine, 1995). Acredita-se que a BCG foiialmente
adotada por ser uma estratégia barata e por n&o batra forma de prevencdo. No entanto,
de 1968 até os dias atuais a OMS defende a vaociragé a BCG devido a protecdo de
criangas contra formas graves da TB (miliar e nggiccica) (Brimnes, 2008).

Além da baixa eficacia, a vacina interfere com stetetuberculinico (PPD), um
importante teste diagndstico para a TB (Lowrieyésdt al, 1998).Varias hipoteses tém sido
levantadas para explicar a variacdo na eficacisadescina nos paises em desenvolvimento,
entre elas estdo a desnutricdo (Rook, Dhetdal, 2005),variacdo nas linhagens de BCG
usadas (vacinas vivas sao dificeis de padronizana® linhagens déV. tuberculosis
encontradas (Colditz, Brewet al, 1994; Rook, Dhedat al, 2005), diferencas genéticas e
de idade da populacéo alvo, infecgcdes com outreshbactérias (Colditz, Brewet al, 1994;
Rook, Dhedaet al, 2005) e a presenca de uma resposta Th2 deviddeacdes com

helmintos (Rook, Dhedet al, 2005).
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Novas vacinas contra Tuberculose

As novas estratégias vacinais buscam o desenvattom de caracteristicas
relacionadas a protecdo: células T CBd memoria produtoras de IFNe TNF« que ativam
macréfagos infectados, células T CDie memodria que possam lisar células infectadas ou
leva-las a apoptose, célulagdTque tendem a concentrar nas mucosas contribuioehoac
protecdo inicial e células NKT que também agem niwid da infeccdo inibindo o
crescimento micobacteriano (Hoft, 2008).

Antigenos que tém se destacado no desenvolvintentmvas vacinas para a TB séo
proteinas secretadas que podem estar acessivesc@thecimento imunolégico como o
complexo antigeno 85 (Ag85) (Weinrich Olsen, Vanxirenet al, 2001; Mcshane, Pathan
et al, 2004), ESAT6 (Langermans, Dohesglyal, 2005) e CFP10 (Berthet, Rasmusseal,
1998). Outros antigenos promissores sao Mtb39 82tkelecionados por estimular células
T em camundongos e humanos (Skeiky, Lodesl, 1999), proteinas expressas na fase
latente (Hoft, 2008) e as proteinas de choque térfiiSP, Heat Shock Protein) (Lowrie,
Tasconret al, 1999).

As novas vacinas e estratégias em desenvolvinmentoundo incluem a utilizacao de
micobactérias vivas e atenuadas; vacinas de sumdmidna qual sdo usados antigenos
micobacterianos; “prime-boost”, baseado na admagéb sucessiva do mesmo antigeno
micobacteriano sob dois vetores vacinais diferenates vacinas de DNA que envolvem a
imunizacdo com DNA contendo uma seqiiéncia génieacqdifica um imundgeno.

Nesse contexto, pesquisadores demonstram melbte¢cgpo com a vacina rBCG30,
modificada para superexpressar o antigeno Ag85#n ale terem observado auséncia de
efeitos colaterais no estudo clinico de fase | (itar e Harth, 2003). Kaufmann e
colaboradores (2005) também obtiveram melhorestags com o rBC@GUreC:HIy", capaz

de escapar do fagossomo para o citoplasma favate@eapresentacdo via MHC de classe | e
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a apoptose da célula infectada, quando compar&f®& dessa forma, iniciaram um estudo
clinico de fase | em 2006. Alguns grupos traballsam M. tuberculosisnutado, no entanto,
mesmo que se tenha sucesso com essas vacinagaintinece as desvantagens de serem
vacinas vivas que podem se reverter na forma vitalbem como a impossibilidade de usa-
las em individuos imunocomprometidos (Talbot, Rexkt al, 1997; Kamath, 2004; Skeiky e
Sadoff, 2006).

Vacinas de subunidade também vém sendo desera®hédm a utilizacdo de
antigenos do bacil¥. tuberculosispreviamente descritos como ativadores de célulamT
animais e humanos infectados. Pesquisadores té&in psateinas fusionadas juntamente com
adjuvantes como é o caso do Mtb72F (Skeiky, Aldertoal, 2004) e o Hybrid-1 (Olsen,
Hansenet al, 2000) que fusionam os antigenos Mtb39 e Mth3& anmbigenos 85B e ESAT-
6, respectivamente. Ambas as construcdes protef@imetn quanto a BCG em modelos com
camundongos e cobaias (Olsen, Hansteal, 2000; Skeiky, Aldersoet al, 2004). Estudos
clinicos de fase | com a vacina Mtb72F nos EUA d&neopa indicam a auséncia de efeitos
colaterais enquanto os resultados de fase | comacinas Hybrid-1 ainda ndo foram
publicados, mas ja foram iniciados em 2005 (Skeikyadoff, 2006). Apesar dos resultados
promissores das vacinas de subunidade, uma degegantma utilizacdo de proteinas
purificadas é a falta de adjuvantes aprovadosysram humanos.

Uma estratégia que tem se mostrado promissordpgirne-boost” que aumenta o
repertorio de células T de memoria especificas pardigeno compartilhado entre as vacinas
utilizadas no “prime” e no “boost”. Essa estratégim sido realizada em sua maioria pelo
“prime” com a BCG e o0 “boost” com vacinas de DNA\@tores vivos que carregam genes
para um determinado antigeno Me tuberculosis Véarios estudos utilizando a BCG como
“prime” e vacinas de DNA como “boost” expressandibR2F (Brandt, Skeikgt al, 2004),

Rv3407 (uma proteina dd. tuberculosigle fung¢do desconhecida) (Mollenkopf, Gredel,
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2004) ou Hsp65 ddlycobacterium lepra€éGoncalves, Bonatet al, 2007; Souza, Zarate-
Bladeset al, 2008) tem mostrado protecdo superior a BCG sazimih desafio conM.
tuberculosis O regime vacinal de “prime” com BCG e “boost” cavitb72F em cobaias
demonstrou, além de protecéo superior a BCG pedeasaa granulomatosa.

O “boost” com vetores virais como MVA85A (MVA, Mdiked, Vaccinia Ankara
Virus) (Goonetilleke, Mcshanet al, 2003; Mcshane, Pathat al, 2004) e rAd35-TB (Ad,
adenovirus + antigenos Ag85A, Ag85B e TB10.4) (Rada, 2006) também vem sendo
utilizado com a BCG. A vacina rAd35-TB juntamenteca BCG tem mostrado protecédo no
desafio de camundongos cdvh tuberculosisbem como aumento no namero de células T
CD4" e T CD8 quando comparada a cada estratégia vacinal SoArBEG e o MVASSA ja
foram utilizados em um estudo clinico de fase | oesirando resposta aumentada e

persisténcia de células T CDdrodutoras de IFN-quando comparados as vacinas sozinhas.

Vacinas de DNA

As vacinas de DNA consistem de um plasmideo cdoterm gene de interesse. O
plasmideo é uma molécula de acido desoxiribonuxigdNA), circular e dupla fita capaz de
se replicar em organismos procariotos. Os plasmidéitizados no carreamento de genes
normalmente contém um promotor, o gene de interggsesera transcrito e traduzido, uma
sequéncia de poliadenilacdo para eficiente trag@zrido RNA (acido ribonucléico)
mensageiro, um gene de resisténcia a algum amtibifara selecdo e uma origem de
replicacdo (Tonheim, Bogwalet al, 2008).

Por essas caracteristicas as vacinas de DNA apagseaaigumas vantagens como
estratégia vacinal, efeito adjuvante inerente, die\a presenca de motivos CpGs (Krieg,
Love-Homanet al, 1998) que sédo ligantes de TLR@roducao relativamente simples e
grande estabilidade (Kumar e Sercarz, 1986)acinacdo com DNA evita os problemas de

proteinas purificadas sob condigcbes desnaturardesjecessidade de adjuvantes, as
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preocupacfes com a utilizacdo de microorganism@esve vetores virais e oferece a
possibilidade de testar diferentes combinacéesntigesnos, epitopos e genes para citocinas.
Além disso, as vacinas de DNA sdo conhecidas gongar linfocitos T CD8§ citotoxicos
(CTLs) importantes no combate a patdgenos intriels, além de células T Cb4
linfocitos B (Liu, 2003).

Apesar das vantagens das vacinas de DNA, exidteasrem relacdo a eficacia da
transfeccéo e a quantidade de proteina sintetipada@ssas vacinas que podem ser baixas
(Gurunathan, Klinmaret al, 2000) induzindo fraca resposta imunologica, o0 guesto em
varios estudos realizados em humanos (Belakovayndwea et al, 2007). No entanto,
trabalhos iniciais com vacinas de DNA mostram pgadude picogramas de proteina por 60
dias sendo suficiente em gerar resposta imunoldyisaff, Malone et al, 1990), e outros
demonstram além de resposta imunolégica, expressamene por mais de um ano (Wolff,
Ludtke et al, 1992; Armengol, Ruizt al, 2004). Além disso, existe a preocupacao quanto a
seguranca dessa estratégia, entretanto, trabadhosndtram que as vacinas de DNA sdo bem
toleradas, ndo desencadeiam auto-imunidade (Samtdsr, Sartoriet al, 2005; Santos
Junior, Sartoret al, 2007) e tolerancia (Ana Claudia Pelizon, F Tromebet al, 2007) e ndo
h& evidéncias de integracdo no genoma (Liu, 2008|H0-Castelo, Tromboret al, 2006).

Devido as vantagens dessa estratégia, vacinas de BN sendo desenvolvidas
codificando varios antigenos di&ycobacterium tuberculosi®sses antigenos incluem Ag85
(Ulmer, Liu et al, 1997), ESAT-6, MPT64 (Kamath, Fergg al, 1999) e MPT83 (Zhu,
Venkataprasa@t al, 1997; Tanghe, Lefevret al, 1999), muitas delas demonstram similar
resultados de protecdo quando comparadas a BC@. ddéses antigenos, a proteina Hsp65
de M. lepraetambém vem sendo utilizada em vacinas de DNA aoatifB demonstrando

protecao similar a BCG (Lowrie, Tascenhal, 1994; Lowrie, Silvaet al, 1997).
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Epitopos presentes nesses antigenos também vém seliwhdos na construcdo de
vacinas de DNA para a TB, Wang e colaboradores @84 2lesenvolveram uma vacina
codificando dois epitopos para células T CD8n do antigeno MPT64 e outro da proteina de
38kDa deM. tuberculosiee demonstraram a inducéo de células T citotox@specificas para
0 epitopo em camundongos (Wang, Siral, 2004). Outros pesquisadores utilizaram oito
epitopos de CTLs provenientes de diferentes ardfgeleM. tuberculosisna montagem de
uma vacina de DNA poliepitopo que apresentou fprtelucdo de IFN-(Bivas-Benita, Van
Meijgaardenet al, 2004). Essa é uma estratégia promissora vistgpartancia das células T
CD8" no combate ao bacild. tuberculosise devido a utilizagdo de apenas parte dos

antigenos responsaveis pela estimulacao dos lia§5€i

Vacina de DNAhsp65

Nosso grupo vem trabalhando com a vacina DNAhspéb cprrega 0 gene que
codifica a proteina de choque térmico de 65kDa,6Hsmle M. leprae Essa proteina é
altamente conservada sendo antigenicamente muitdasia Hsp65 deM. tuberculosis
(Lowrie, Tascoret al, 1994).

Experimentos com camundongos imunizados com a adehAhsp65, desenvolvida
pelo nosso grupo, resultou na prevencao da doamsgadq esses animais foram desafiados
com a linhagem virulenta dd. tuberculosisH37Rv (Lowrie, Tascoret al, 1994; Lowrie,
Silva et al, 1997). Durante as etapas de desenvolvimento d@ssaa observou-se que ela
também apresentava atividade imunoterapéutica acantdoenca ja estabelecida (Lowrie,
Tasconet al, 1999; Silva, Bonatet al, 2005). Os principais resultados do grupo mostrara
que esse produto pode curar os casos crénicos da d@enca disseminada, a TB latente e a
TB-MDR (Lowrie, Tasconet al, 1999; Silva, Bonatet al, 2005). Além disso, também

impede a reativacdo da doenca em animais de léboratmunossuprimidos e, quando
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associado com quimioterapia reduz significativamentempo de tratamento da TB (Silva,
Bonatoet al, 2005).

Os resultados mostram claramente que a protecdericanpela vacina esta associada
com as células T CDOBD44" (Bonato, Limaet al, 1998). Os experimentos de transferéncia
adotiva demonstram que a inoculacéo de células § @Dnais efetiva na protecio conta
tuberculosisdo que as T CD4 Além disso, foi observado também que as célul@Dn4°
foram incapazes de conferir protecdo ao contrég® aklulas T CD44 Esses resultados
foram confirmados por experimentos mais recentesqual camundongos infectados e
tratados com a vacina DNAhsp65 possuem como mé#iio ea estimulacdo de células T
CDS§', produtoras de IFN-com conseqiiente reducdo na injuria pulmonar (Bo@dncalves
et al, 2004).

Trabalhos mais recentes do grupo demonstram quacia DNAhsp65 quando
administrada juntamente com BCG na estratégia deépboost” confere melhor controle na
carga bacilar, além de maior producdo de {FM-melhor preservacdo do parénquima
pulmonar (Goncalves, Bonagt al, 2007; Souza, Zarate-Bladetal, 2008). Além disso, a
vacina em associacdo com lipossoma e administratdaia intranasal também mostrou
reducdo na carga bacilar, aumento de {F&melhor preservacdo do pulméo semelhante a
quatro doses da vacina administrada intramuscutaeneo entanto, com redugéo da dose em
16 vezes (Rosada, De La Toateal, 2008; Souza, Zarate-Bladesal, 2008).

Os resultados obtidos pelo nosso grupo com a vabiNAhsp65 sdo muito
promissores. A necessidade de melhorar a vacimagpece visando uma estratégia vacinal
utilizando a Hsp65 que seja eficiente na respostmoldgica contra a TB com preservacao
do parénquima pulmonar, estimulacdo preferencialcéilas T CD8 as quais tém
demonstrado ter um papel crucial na protecao @iteda doenga, bem como a utilizagdo de

menor quantidade de DNA.
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Os bons resultados obtidos com a Hsp65 pode estéaito das HSPs serem alvos
disponiveis para o sistema imunoldgico por serepressas em grande quantidade por
patogenos durante a infeccdo, por existir célumsmemoria para epitopos conservados
dessas proteinas no repertério humano e, além, dssdHSPs podem ser processadas
juntamente com as proteinas e peptideos aos quaiagem (Van Eden, Van Der Zekal,
2005). Confirmando essas observacdes, frequentemespostas imunologicas contra HSPs
de bactérias, fungos, protozoarios e helmintosnfoidetectadas apOs interacdo desses
patdgenos com o hospedeiro (Zugel e Kaufmann, 1999)

No entanto, como as HSPs séo proteinas altamengersadas (Lindquist e Craig,
1988) e a proteina Hsp65 utilizada pelo nosso gapesenta 55% de similaridade com a
equivalente proteina de mamiferos (Hsp60) (FeigareEden, 1996) existe a preocupacao na
possibilidade da vacina desencadear uma resposianaune. Estudos que suportam essa
preocupacdo demonstraram respostas imunologicadarcet humoral contra a Hsp65
bacteriana em modelos experimentais de diabetess(Reshett al, 1991),ateroesclerose
(Afek, Georgeet al, 2000) e artrite (Danieli, Markovitst al, 1992).No entanto, estudos
realizados pelo nosso grupo evidenciaram que aadaNAhsp65 quando administrada em
camundongos ndo gera quadro patolégico auto-ineamaliversos 6rgaos analisados (Lima,
2006). Além disso, essa mesma vacina usada engénkale camundongos com alta e baixa
susceptibilidade a reacéo inflamatéria e em modetperimentais de diabetes ndo agravou a
resposta auto-imune, e ainda mostrou efeito protetotra artrite e diabetes (Santos-Junior,
Sartoriet al, 2005; Santos Junior, Sartetial, 2007).

Embora a vacina DNAhsp65 tenha mostrado seguranga epresenta efeitos toxicos
em Vvarios modelos experimentais, seria interessama formulacdo vacinal baseada na

utilizagdo apenas dos epitopos imunodominantesroi@ipa Hsp65 que sédo reconhecidos
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pelas células T e que ndo estejam em regides dwleggraomologia entre a Hsp65 de
micobactérias e a humana.

Mustafa e colaboradores (1999) identificaram é@sopos da Hsp65 (P7-aa 61 ao 75,
P13-aa 141 ao 155 e P47-aa 501 ao 515) reconhquidas células T CD4de individuos
imunizados conM. leprae(Mustafa, Lundiret al, 1999) que se associam a varias moléculas
de HLA, gue nédo sao reconhecidos pelas células fadentes com doencgas auto-imunes e
que nédo estdo na regidao de grande homologia destedna (Quayle, Wilsoet al, 1992). Ao
contrario, Charo (2001) e colaboradores definirapmimeiro epitopo reconhecido por células
T CDS8 na seqiiéncia da Hsp65 micobacteriana (Mhsp&p{@a 369 a 377) e demonstraram
que existem células T especificas a esse peptioleepertério humano, que ele é gerado
naturalmente a partir da proteina Hsp65 e da B@@eendo apresenta reacao cruzada com
seu correspondente humano.

Apesar dos epitopos citados acima serem bons phrasas células T e gerarem uma
resposta imunolégica como no caso do peptideo Mii8pg (Charo, Geluket al, 2001)
uma caracteristica inerente a eles é a fraca inmmcdade na auséncia de potentes
adjuvantes (Mustafa, Lundet al, 1999) Entretanto, avanc¢os nas tecnologias de clonagens e
expressdo tém mostrado que peptideos podem seredeas” de forma altamente
imunogénica ao sistema imunoldgico na ausénciadpeantes classicos (Hetzel, Janssén

al., 1998; Lasaro, Alvest al, 2003; Lasaro, Diniet al, 2005).

Glicoproteina D

Dentre as investigacbes que buscam novos sisterapazes de aumentar a
imunogenicidade de proteinas ou peptideos de sseresta o estudo das propriedades

imunologicas de vacinas de DNA baseadas na fussgesi@lvos a glicoproteina D (gD) do



36

envoltorio celular do virus herpes humano tipo-$VHL), que parece ter uma forte atividade
imunomoduladora (Lasaro, Alves al, 2003; Lasaro, Diniet al, 2005).

A gD é uma glicoproteina presente no envelope du-H®nvolvida na infeccdo, a
interacdo dela com seus receptores ajuda na fus&irus com a célula hospedeira (Carfi,
Willis et al, 2001; Connolly, Landsburgt al, 2003). A gD apresenta uma por¢cao
extracelular com trés sitios de ligacdo a oligamsdeos e um grampo na por¢ao N-terminal
composto de 37 residuos de aminoacidos responspeksinteracdo ao HVEM (HVEM,
Herpesvirus Entry Mediatdr(Carfi, Willis et al, 2001; Connolly, Landsburgt al, 2003)
expresso em muitas ceélulas do sistema imunologictuindo células T (Montgomery,
Warneret al, 1996).

Sabe-se que o0 HSV-1 infecta facilmente macrofagmdidas dendriticas prejudicando
a apresentacado de antigenos (Pollara, Jetnak 2004). No entanto, no inicio da infeccéo a
interacdo da gD com o HVEM presente nessas cghutasove a producao de IFN do tipo I,
via NF«B, que ativam outras células dendriticas a produozit-12 (Medici, Sciortincet al,
2003; Pollara, Jonest al, 2004). Dessa forma, uma resposta Thl é montadambate ao
virus.

O HVEM é uma molécula da superfamilia dos receptale TNF, primeiramente
descrito como um ligante da gD (Montgomery, Wasetal, 1996) que pode transmitir sinais
estimuladores ou inibidores dependendo do liga®eHVEM apresenta na sua porcéo
extracelular quatro dominios repetidos ricos emefia (CRD, Cysteine-rich Domain
(Bodmer, Schneideet al, 2002) e pode interagir pelos CRD2 e CRD3 com #cuta
LIGHT presente nas células T (Rooney, Butrovethal, 2000). Essa interacdo promove
sinais coestimulatorios na célula T conduzindo aliferacdo e producdo de citocinas
(Tamada, Shimozalét al, 2000). Devido ao HVEM ser um membro da familia ddNFRs

seus efeitos estimulatorios envolvem serino qusases fatores de transcricdo NBE-e AP-
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1 (AP,Adapter Proteih que promovem a expressao de genes de sobreav&de moléculas
pro-inflamatorias (Marsters, Ayres al, 1997; Locksley, Killeeret al, 2001).

O HVEM pode também interagir com o BTLA (BTLA- and T-lymphocyte
Attenuato) pelo CRD1 (Sedy, Gavrieét al, 2005), havendo fosforilacdo de um residuo de
tirosina no imunorreceptor do BTLA que recruta &a$es responsaveis pela inibicdo da
proliferacdo das células T (Gavrieli, Watanaeal, 2003; Gonzalez, Loyett al, 2005;
Sedy, Gauvrieliet al, 2005). O BTLA além de ser expresso em célulasva@as e anérgicas
também esta presente em células B e em menor dadatinas células dendriticas e
macrofagos (Watanabe, Gavrigli al, 2003; Hurchla, Sedgt al, 2005). Alguns autores
descrevem o BTLA como um inibidor constitutivo [sa@r expresso juntamente com HVEM
em células T naive (Hurchla, Seeial, 2005).

A gD interage com HVEM no CRD1 se sobrepondo aio si¢ interacdo HVEM-
BTLA (Carfi, Willis et al, 2001). Ela compete com o BTLA pelo sitio de iatéio, podendo
assim prejudicar o caminho inibitério HYEM-BTLA,pgejudica a interagdo HVEM-LIGHT
apenas quando esse se encontra ancorado a mer(haueg, Humphreyst al, 2005). A
guebra no equilibrio LIGHT-HVEM-BTLA pode ser um ocamismo do virus do herpes de
modular a imunidade sem levar a forte patogenied@teung, Humphreyt al, 2005).

Diante dessa quebra do equilibrio LIGHT-HVEM-BTLAopocado pela gD e da
ativacdo que ela pode provocar nas células domssienunoloégico via NkeB e AP-1,
trabalhos vém mostrando que vacinas de DNA basemdfsao de proteinas a gD parece ter
uma forte atividade imunomoduladora.

A construgdo de uma vacina de DNA expressando uwtaipa hibrida constituida
pela gD do HSV fusionada a CfaB (subunidade esaltda fimbria CFA/1) de ETEC
(Escherichia colienterotoxigénica) resultou em um aumento na irdads e longevidade da

resposta de anticorpos contra CfaB em camundongasizados (Lasaro, Alvest al, 2003).
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Além dessa vacina, uma construcdo semelhanteamtilz 0 gene que codifica a gD fusionado
ao gene da oncoproteina E7 do HPV-16 desencadsultaos igualmente positivos (Lasaro,
Diniz et al, 2005; Lasaro, Tatsist al, 2008). Camundongos vacinados com esse DNA
tiveram um aumento na ativacdo de células T T&specificas para E7 que resultou em
100% de protecao profilatica e 40% de protecaopéerica em animais desafiados com
células tumorais.

Os efeitos imunomoduladores da gD, aumentando adgenicidade dos antigenos
fusionados a ela, ndo séo totalmente compreendidasntanto, parecem estar relacionados a
sua interacdo com o receptor HVEM ativando difaemntélulas do sistema imunologico
como descrito anteriormente. Além disso, segundsailma e colaboradores a fusdo de
proteinas com a gD nédo prejudica sua interacdo @warceptor HYEM (em alguns casos
melhora) nem a interacdo HVEM-LIGHT (Lasaro, Tattisl, 2008). Dessa forma, vacinas
de DNA baseadas na expressao de antigenos fuspraadfD podem representar uma
estratégia vacinal com grandes potenciais prafdéte terapéuticos contra infec¢des e outros
tipos de doencas.

Levando-se em consideracdo as caracteristicas aadgsy da proteina gD e a
necessidade de se desenvolver uma vacina maisaefeiicombate a TB, que tenha como
principal caracteristica uma resposta imunoldgiediada por linfocitos T CD8especificos,
nNao auto-reativos, aventou-se que a construcdondevacina de DNA contendo o gene que
codifica a proteina gD do envoltério celular do HEMusionada aos epitopos da proteina de
choque térmico Hsp65 dd. leprae,poderia ser uma estratégia interessante para oaterab
TB. Isso porque essa estratégia associaria agatiters promissoras do uso da proteina gD e
dos epitopos da Hsp65 para a montagem de uma \@oénpossa estimular células T CD8
epitopos-especificas para combater a tuberculosa ee possivel e questionavel

desenvolvimento de uma reagao auto-imune.



39

2.0 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e determinagdo da imunogeniciddedevacinas de DNA que
codificam epitopos da proteina Hsp65 Mgcobacterium lepraeassociados ao gene da gD

gue apresenta capacidade imunoadjuvante.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir quatro vacinas de DNA utilizando covgiVAX1, o gene que codifica a proteina
gD do HSV-1 e a sequéncia génica que codifica msocepitopos da proteina Hsp65, por

meio de técnicas de clonagem molecular;

2. Caracterizamn vitro as vacinas construidas por meio da analise dessdw das proteinas

codificadas pelas vacinas em células eucaridticas;

3. Avaliar a imunogenicidade desencadeadas petasagaconstruidas em camundongos:
3.1 Avaliar a inducéo de imunidade humoral;
3.2 Avaliar a inducao de imunidade celular, coneesp énfase na determinacao de células T

efetoras (produtoras de INf-especificas ao antigeno utilizado (epitopos dz6Hs
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3.0 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Epitopos e Vacinas

Epitopos: P7, P13 e P47 epitopos para células T TB4Mhsp65(9%9 € Mhsp65-10,

epitopos para células T CD8

Tabela 1 -Epitopos da proteina Hsp65 utilizados no preseabalho

Epitopos Localizagao Seqliéncia em aas Sequéncia de DNA
P7 El aas 61-75 LEDPYEKIGAELVKE CTGGAAGACCCCTACGAGAAGATC
GGAGCCGAGCTGGT GAAGGAA
P13 E2 aas 141-155 EQIAATAAISAGDQS GAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCC
ATCTCTGCCGGAGACCAATCC
P47 E3 aas501-515 LQNAASIAGLFLTTE TTGCAGAACGCTGCATCCATTGCC
GGCCTCTTCCTGACCACAGAG
Mhsp65-9 E4 aas 369-377 KLAGGVAVI AAACT GECAGGCCGAGTGECTGT G
ATC
Mhsp65-10 E5  aas 97-106 ALVKEGLRNV  GCCCTGGTGAAGGAAGGACTTCGC
AACGTG
Vacinas:

¢ pVAXgD (plasmideo pVAX + gene da glicoproteina DHSV-1);

¢ pVAXgDVaclAA (plasmideo pVAX + a gD + os 5 epitopds Hsp65 clonados no sitio da
enzimaApa no interior da gD);

¢ pVAXgDVaclPA (plasmideo pVAX + a gD sem sua porg¢@ntral + os 5 epitopos da
Hsp65 clonados entre os sitios das enzifval e Apa no interior da gD);

¢ pVAXgDVac?2 (plasmideo pVAX+ a gD + 5 epitopos dgoBs em duplicata clonados no

sitio da enzim@pd no interior da gD);
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Tabela 2 -Sequiéncia do DNA e proteina Vacl (epitopos E1-BZE-E5 em seqiiéncia)

Vacl | CTGGAAGACCCCTACGAGAACATCGGAGCCGAGCT GGT GAAGGAAGAGCAGAT TGCT GCCACCGCAGCCATC
(DNA) TCTGCCGGAGACCAAT CCTTGCAGAACGCT GCATCCAT TGCCGGCCT CTTCCTGACCACAGAGAAACTGGCA
GGCGGAGTGGCTGT GATCGCCCTGGT GAAGGAAGGACT TCGCAACGTG
Vacl
(proteina) EQ AATAAI SAGDQSLQNAASI AGLFLTTEKLAGGVAVI ALVKEGLRNV

Tabela 3 -Sequiéncia do DNA e proteina Vac2 (epitopos E1-BZEE-E5-E1-E2-E3-E4-E5 em seqiiéncia)

CTGGAAGACCCCT ACGAGAAGAT CGGAGCCGAGCT GGT GAAGGAAGAGCAGAT TGCTGCCACCGCAGCCATC
TCTGCCGGAGACCAAT CCTTGCAGAACGCT GCATCCAT TGCCGECCTCT TCCTGACCACAGAGAAACT GGCA

Vac2 GGCGGAGT GGCT GT GATCGCCCT GGT GAAGGAAGGACT TCGCAACGT GGGAT CCCT GGAAGACCCCTACGAG

(DNA) | AAGATCGGAGCOGAGCT GGT GAAGGAAGAGCAGAT TGCT GCCACCGCAGOCAT CTCTGOCGGAGACCAATCC
TTGCAGAACGCT GCATCCAT TGCCGGCCT CTTCCT GACCACAGAGAAACT GGCAGGCGGAGT GGCTGTGATC
GCCCTGGTGAAGGAAGGACT TCGCAACGTG

Vac2

(proteina) EQ AATAAI SAGDQSLQNAASI AGLFLTTEKLAGGVAVI ALVKEGLRNVGS

EQ AATAAI SAGDQSLQNAASI AGLFLTTEKLAGGVAVI ALVKEGLRNV
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4.0 MATERIAL E METODOS

Consideracdes iniciais

» Todas as reacdes realizadas neste trabalho quandessarias foram completadas com agua
Milli-Q estéril;

» Os termocicladores utilizados no decorrer destieatho foram Eppendorf e MJ Research
(PTC-100™);

» Todas as quantificagbes plasmidiais e dos fragrseutilizados durante a montagem das
vacinas foram feitas em gel de agarose a 1% (tgetr);

» As purificagOes plasmidiais foram realizadas e hlcalina com SDS (Duodecil Sulfato
de Sdédio) (Sambrook, 1989);

» As transformacdes em bactérias foram feitas patwdo de choque térmico (Sambrook,
1989) e plagueadas em meio agar LB (USB), conterattibi6tico apropriado;

» As bactérias competentes utilizadas nas transfiiyesaforam preparadas com cloreto de
calcio, segundo Sambrook (1989);

» Os antibidticos utilizados foram ampicilina (100mg) (ARISTON) e canamicina
(50mg/mL) (Gibco-BRL) nas concentracbes finais déOug/mL e 50ug/mL,
respectivamente;

» As reacOes em Cadeia da Polimerase realizadasonattucdes plasmidiais deste projeto
seguiram em sua maioria o programa denominado \84€C — 5 minutos, 24 ciclos de 94°C
— 1 minuto (desnaturacdo), 57°C — 1 minuto (anelémneu TM-temperatura deelting,
72°C— 1 minuto (extensdo) finalizando com 72°C miButos, as variacdes dentro desse
programa foram na temperatura de anelamento (deptndo oligonucleotideo utilizado) e
tempo de extensdo (dependente do tamanho do fragmeser amplificado) e foram citadas

no decorrer do material e métodos;
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» As amostras analisadas em gel de agarose foraescatas de tampdo da amostra
concentrado 6 vezes (0,25% azul de bromofenol; d@%acarose em agua) de forma a ficar
em uma concentracdo final de 0,042% de azul de dfeorol e 6,67% de sacarose e
submetidas a eletroforese em tampéao TAE (Tris-axetadOmM; EDTA a 1mM pH 8,3),
voltagem 50-60V. Os géis foram corados com 0,5mgdmbrometo de etidio (Gibco-BRL) e
a visualizacdo dos fragmentos feita em luz ultlat@ono aparelho Image Master VDS (GE
Healthcare Biotech).

» Todas as reacdes de sequienciamento realizadastradsilho foram feitas no Centro de
Estudo do Genoma Humano-USP/S&o Paulo utilizandossienciador MegaBACE 1000
(GE Healthcare) e DYEnamic ET Dye Terminator Kit.

» Todas as amostras analisadas em gel de polctdaforam acrescidas de tampédo de
amostra (150mM de Tris-Cl, pH 6,8, 6% de SDS, O¢dgbhromophenol blue, 30% de glicerol
e 300mM de3-mercaptoethanol) e submetidas a eletroforese expéaa tricina (Tris a 0,1M,
Tricina a 0,1M, SDS a 0,1%, pH 8,25), voltagem 10@Vgel foi corado com Coomassie
(0,2% de Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% deamekt e 10% de acido acético) e a

visualizacgao feita no aparelho Image Master VDS.

4.1 Construcdo da vacina pVAXgD

4.1.1 Clivagem do vetor pRE4

O vetor pRE4 (Figura 1) (gentiimente cedido pelof€ssor Luis Carlos de Souza
Ferreira — ICBII/USP — S&o Paulo) € um plasmidemapresenta a seqiéncia de nucleotideos
responsavel pela expressdo da proteina gD. Esseinaapresenta em seu interior sitios
Unicos de restricdo para as enzirRasll e Apa, onde podem ser inseridos peptideos, e esta

flanqueada pelo sitio de restricdo da enzhiadlll podendo ser retirada desse vetor e
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clonada em outro. Dessa forma, o vetor pRE4 fdizatlo em nossas quatro construcdes
vacinais, sendo que em uma delas a sequéncia teotideos da proteina gD foi retirada
desse vetor para clonagem no vetor pVAX1 (Invitmd&igura 2) e nas outras o vetor pRE4
foi utilizado com intuito de fusionar os fragmentiss interesse a sequéncia de nucleotideos

da proteina gD.

l:m

Figura 1: Representacao esquematica do plasmideo BR. Em destaque os sitios de restricdo das enzimas
Apd e Pvdl, respectivamente. Plasmideo utilizado na resiratb fragmento gD e nas construgdes dos
fragmentos gDVaclAA, gDVaclPA e gDVac2.

Para a clonagem da sequéncia que codifica a paog&imo vetor pVAX o plasmideo
pRE4 (Figura 1) foi clivado com a enzintdindlll e o fragmento liberado (gD) foi
posteriormente clonado no vetor pVAX (Figura 2)gpeonstrucao da vacina pVAXgD. Para
isto, 12pg do vetor pRE4 foi clivado com 15 unidadk enzimaHindlll (Invitrogen)
juntamente com o tampao React2 em um volume fie&0iL a 37°C por 16 horas. A reacéo
de digestdo foi analisada em gel de agarose a I¥fragmento da gD foi purificado

utilizando-se o Wizard SV Gel and PCR Clean-Up &ystPromega).

4.1.2 Clivagem do vetor pVAX

O pVAX1 (Figura 2) € um vetor plasmidial usadodesenvolvimento de vacinas de

DNA e foi utilizado em nossas construcdes vacinais.
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Figura 2: Plasmideo pVAX1.Utilizado nas construcdes vacinais.

Dessa forma, 18ug do vetor pVAX (Figura 2) foi dige com 40 unidades da enzima
Hindlll, tamp&o React2 em um volume final de 50uL aC3p®r 16 horas. A digestao foi
analisada em gel de agarose a 1%, e em seguidardaiedesfosforilado pela adicdo de 150
unidades da enzima BAMB4gcterial Alkaline Phosphatakdinvitrogen) em uma reacgao
mantida a 65C por 1 hora com posterior purificagcéo utilizan@oesWizard SV Gel and PCR

Clean-Up System.

4.1.3 Clonagem da gD no vetor pVAX

O vetor pVAX digerido com a enzintdindlll conforme descrito no item anterior foi
usado na ligacdo com a sequéncia da proteina gingldo vetor pVAX e 160ng do
fragmento gD foram ligados pela adicdo de 1 uniddaer4 DNA ligase (Invitrogen) e
tampdao da enzima em uma reacgao realizad€ gdr 16 horas, no volume final de 15puL.

Metade do volume da ligacéo foi utilizada na transficdo de células. coli Topl0
(Invitrogen) competentes que foram plagueadas emldg)contendo 50ug/mL do antibidtico
canamicina, para o qual o vetor pVAX apresenta geneesisténcia, dessa forma, realiza-se
uma primeira selecéo, garantindo que apenas katéansformadas com esse vetor crescam

no meio de selecéo utilizado.
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Os plasmideos de dez coldnias da ligacdo entre pAYD foram extraidos e
submetidos a reacdo de clivagem. Utilizou-se 60@mgcada plasmideo das dez col6nias
separadamente, 2 unidades das enziladl** (Fermentas) eNoti** (Invitrogen)
juntamente com o tampao universal (Fischer) em aohanve final de 20uL a 37°C por 16
horas. O produto da digestao foi analisado em gelgarose a 1%.

* A enzimaPvul digere no sitio dentro da gD eNotl no interior do pVAX, assim é
possivel verificar a presenca e direcdo do fragmgDtno interior do pVAX.

Os plasmideos de dois clones dessa ligacao tandréam fligeridos com as enzimas
Hindlll ** e Apa** (Fermentas) separadamente. Setecentos e cinqiaerigramas de cada
clone foi clivado com 10 unidades da enziriadlll e tampao React2 e 750ng de cada clone
foi digerido com 10 unidades da enzidypa e tampdo B. Ambas reacdes foram realizadas
em uma volume final de 20uL a 37°C por 16 horasdigestdes foram analisadas em gel de
agarose a 1%.

** A enzimaHindllll libera o fragmento gD do vetor pVAX, caso tenharado ligagao entre
eles.A enzimaApal digere no interior da gD e do pVAX, dessa formppssivel confirmar a
presenca do fragmento e sua direcéo.

Uma nova ligacéo foi feita com 120ng do vetor pVA%0Ong da gD, 1 unidade da T4
DNA ligase e tampé&o da enzima em uma reacao rdala#C por 16 horas, no volume final
de 15uL. Metade do volume da ligacéo foi utilizadatransformacéo de células Becoli
Topl0 competentes que foram plagueadas em agarohirelo 50ug/mL do antibiotico
canamicina.

A nova selecéo do plasmideo recombinante pVAXgOeia inicialmente realizando
uma PCRde colbnias que consiste em uma reacao de ampéfcatilizando-se como fonte
de DNA uma suspensao bacteriana em agua. Essanséspe feita picando-se uma colbnia

com um palito de dente estéril, dissolvendo-a naaagfervendo por 5 minutos, assim, 10
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colonias de bactéria da transformacéao citada anteente foram “palitadas” separadamente e
diluidas em 20uL de &agua estéril. Para a reacdizoutise, entdo, 5uL da suspensao
bacteriana, 0{M de cada oligonucleotideo (T7 e FgDApa 0,2mM de cada
deoxirribonucleotideo (ANTPs), tampéo da enzimanl) de MgC} e 1 unidade da enzima
Tag DNA polimerase (Invitrogen) em um volume final 2@uL (programa VAC [TM de
50°C]). O produto da PCR foi analisado em gel deasg a 1%.

T7 promoter: 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3
FgDApa: 5 CATCCCCGAGAACCAGCG 3’

** O primer T7 hibridiza no vetor pVAX e o FgDApa muaerior da gD sendo possivel avaliar
a presenca e direcao do fragmento gD no integssel vetor.

Das dez colonias submetidas a PCR, quatro tiverans lasmideos extraidos
juntamente com outras cinco novas colonias e detagmn submetidos a duas reacdes de
clivagem, uma com 800ng de cada plasmideo digegg@radamente com 5 unidades das
enzimasPvul e Notl juntamente com tampao universal em uma reacad fie 30uL e a
outra com 300ng de cada plasmideo, 2 unidadeszimaHlindlll e tamp&o React2 em um
volume final de 10uL. ApGs incubacédo por 16 hor&83%C, as digestdes foram analisadas em
gel de agarose a 1%. Um dos dez clones pVAXgD ifadaasubmetido a uma reagcao de
clivagem com a enzim@pa, 1ug do clone foi digerido com 5 unidades da mazi
juntamente com tampao B em uma reacéo final de 208T°C por 16 horas. A digestao foi
analisada em gel de agarose a 1%.

A partir dos resultados obtidos com a analise dstricdo, trés plasmideos
recombinantes pVAXgD foram analisados por sequemso utilizando-se o0s
oligonucleotideos T7, BGH e FgDApaseq para confgdoada seqiéncia. Posteriormente um
deles foi utilizado nos ensaiosvitro ein vivo.

BGH: 5 TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’
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4.2 Construcdo e amplificacdo do molde Vacl

As sequéncias dos epitopos (Tabela 1-Delineamerperinental) utilizados neste
projeto estdo distribuidas dentro da sequénciaedeltsp65aleatoriamente, dessa forma, foi
necessario a construgcdo de um molde (Tabela 2<d2glianto Experimental) por meio de
uma sintese génica utilizando a PCR.

Para a construgédo do molde Vacl foram utilizad@rguyrimers “desenhados” com
coédons otimizados de forma que cobrissem toda seifié ser construida, a seguir estdo as

sequénciados oligonucleotideos e do molde a ser construido:

Oligonucleotideos utilizados:

F1Pvu(1-64
5'ATCA(§CTG:‘?’GGAAGACCCCTACGAGAAGATCGGAGCCGAGCTGGTGAAGGAAGAGCAGATTGC 3
R1 (47-11)
5'CAGCGTTCTGCAAGGATTGGTCTCCGGCAGAGATGGCTGCGGTGGCAGBACTGCTCTTCCTTC3!
F2(95-159)

5’ ATCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGAAACTGTAGGCGGAGS’
R2Apa(143-208)
5'ATGGGCCAACGTTGCGAAGTCCTTCCTTCACCAGGGCGATCACAGCCACTCCGCCTGCCAGTTTC 3

Sequéncia a ser construida:
ATCAGCTGTGGAAGACCCCTACGAGAAGATCGGAGCCGAGCTGGTGAAGGAAGAGCAGATTGC TGCCA
CCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCAATCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCC  TGACCA
CAGAGAAACTGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCGCCCTGGTGAAGGAAGGACTTCGCAAC GTGGGGCCC
AT

A sequéncia em destaque (negrito) € a sequénci@inos epitopos que compde a
chamada Vacl (Tabela 2), as sequéncias sublinkadass sitios de restricdo para as enzimas
Pvdl e Apd, respectivamente, inseridas nos oligonucleotideld®vu e R2Apa e utilizadas
para posterior clonagem, os dois nucleotideos a (Adi) antes e depois desses sitios sao
apenas nucleotideos de ancoragem para as enzimas.

Na reacao foram utilizados 0,4uM de cada oligauatalieo, 0,2mM de cada dNTPs,
tampéao da reacdo, 1,5mM de Mg€I2,5 unidades da enzirfiag DNA polimerase; a reacao
foi feita em 2L utilizando o programa: 94°C — 2 minutos, 25 @alie 94°C — 30 segundos,

50°/54,2°/61°/65°C (utilizou-se um gradiente pafd) — 20 segundos, 68°C — 20 segundos,
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finalizando com 68°C — 3 minutos. Os produtos deldicacado foram analisados em gel de
agarose a 2% e usados como molde para amplificegffagmento Vacl.

Tendo construido o molde, o proximo passo foi #mopl essa sequéncia para
clonagem no vetor pGEM-T (Promega). Na reacao dgliiwacédo era necessario utilizar
apenas os oligonucleotideos F1Pvu e R2Apa (usaalagatao anterior) para obter maior
quantidade da sequéncia molde, no entanto, comeehdificuldade em amplificar a
sequéncia utilizando esses primers, provavelmeotecausa do tamanho (64-66 pares de
base), a amplificacdo foi realizada com outros ooligleotideos. Nessa reacdo de
amplificacéo os iniciadores utilizados foram:

F1Apa(curto) 5 AGGGCCITGGAAGACCCCTACGAG 3
R2Apa(curto) 5’ ATGGGCCAACGTTGCGAAG 3'

O sitio de restricdo da enzimfgpd foi inserido nos oligonucleotideos sense e
antisense (regides sublinhadas) para posterioagtm. Na reacdo de amplificacdo além dos
100uM de cada oligonucleotideo foi utilizado 2pLrdolde obtido na reacdo anterior com o
TM 54,2° 0,2mM de cada dNTPs, tampao da reacdmM,de MgC} e 2,5 unidades da
enzimaTaq DNA polimerase; a reacao foi feita emu5utilizando o programa: 94°C — 2
minutos, 10 ciclos de 94°C — 30 segundos, 50°C segQndos, 68°C — 20 segundos seguidos
de 15 ciclos de 94°C — 30 segundos, 55°C — 20 degu68°C — 20 segundos finalizando
com 68°C — 5 minutos. O produto de amplificacdcodenado VaclAA (apresenta o sitio da
enzimaApa nas duas extremidades 5’ e 3’) foi analisado ehdg agarose a 2% e purificado

utilizando-se o Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 8yst

4.3 Clonagem do fragmento VaclAA no vetor pGEM-T

O fragmento amplificado apos purificagéo foi clomab plasmideo pGEM-T (Figura

3) pela reacdo de ligacéo, feita &C4por 16 horas, utilizando-se 90ng do amplificado
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(VaclAA), 50ng do vetor pGEM-T, tampdo da enzim@ einidades da enzima ligase

(proprios do kit Promega) em um volume final de R1p

T spe

Figura 3: Plasmideo pGEM-T.Usado como vetor de propagacao.

A mistura de ligacdo entre pGEM e VaclAA foi utlida para transformar células de
E. coli Topl0 competentes, das quais foram selecionadaslasqcontendo o plasmideo
recombinante pGEMVaclAA. A selecao foi feita utlimo-se o antibidtico ampicilina (para
o qual o plasmideo pGEM apresenta resisténcia)l. 4l@u5-Bromo-4-Cloro-3-Indolip-D-
Galactosideo (X-Gal-20mg/mL) (Invitrogen) e 50ulopsopil$-D-tiogalactosideo (IPTG-
200mM) (Invitrogen) para selecéo pela cor das ¢an

Devido a possivel presenca de falsos recombinaoseplasmideos de dez colonias
brancas da ligacdo entre pGEM e VaclAA foram eddsie submetidos a reacdo de
clivagem. A reacdao foi feita utilizando-se 1ug dimsmideo extraido de cada colbnia, tampé&o
B, 5 unidades da enzinfgpa em uma reacao final de 10uL a 37°C por 16 ha&xatigestao
foi analisada em gel de agarose a 2%. Além da oedeZclivagem, seis plasmideos foram
sequenciados utilizando-se o oligonucleotideo Tra ganfirmar a presenca do fragmento
VaclAA e sua sequéncia. Apos 0 sequenciamento usncttmes pGEMVaclAA foi
selecionado para ser utilizado como molde nas eayists dos fragmentos VaclAA, VaclPA

e Vac2.
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4.4 Construcdo da vacina pVAXgDVaclAA

4.4.1 Obtencéo do fragmento VaclAA

Apbs o sequenciamento um dos clones pGEMVaclAAsklecionado para ser
utiizado como molde na construgcdo do fragmento 1¥#&c Assim, 4,8ug do clone
pGEMVaclAA foi utilizado na reacéo de clivagem ctampé&o B e 30 unidades da enzima
Apd, em uma reacéo final de 80uL incubada a 37°Clpdnoras. A digestao foi analisada
em gel de agarose a 1% e o fragmento de interessiegudo utilizando-se o Wizard SV Gel

and PCR Clean-Up System.

4.4.2 Construcao do fragmento gDVaclAA

4.4.2.1 Clivagem do vetor pRE4

O vetor pRE4 (Figura 1) (4,8 pg), foi, entdo, didercom 10 unidades da enzima
Apad juntamente com tampao B em uma reacao de 503I;@ por 16 horas para posterior
clonagem do fragmento VaclAA nesse plasmideo. @rveRE4 apds a digestdo foi
analisado em gel de agarose a 1%, purificado amitie-se o Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System. Em seguida, o vetor foi desfosforilashougna reagdo com 1ug do pRE4, tampéao
BAP, 150 unidades da enzima BAP, &@%or 1 hora, com posterior purificacdo utilizando-

se novamente o Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Byste

4.4.2.2 Construgéo do vetor pRE4VaclAA

O fragmento VaclAA e o vetor pRE4 clivados com airea Apal foram utilizados na
seguinte reacado de ligacdo: 100ng do vetor, 180ngwkrto, tampao da enzima e 1 unidade
da T4 DNA ligase, em uma reacao final de 15uLjzadh a 4°C por 16 horas.

Metade do volume da ligacdo foi utilizada na transficdo de células de. coli

Topl0 competentes que foram plagueadas em agamhtrco 100ug/mL do antibidtico
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ampicilina. Dessa forma, realiza-se uma primeitacé®, pois o vetor pRE4 apresenta gene
de resisténcia a esse antibiotico.

Plasmideos de quatro coldnias da ligacdo entre pREAc1AA foram extraidos e
submetidos a digestdo e a PCR para verificacdoedmca do inserto VaclAA. Quinhentos
nanogramas de cada clone foi digerido com 3 unglddeenzimapa, tampao B, em um
volume final de 15uL, a 37°C por 8 horas.

Além da reacédo de clivagem, foi realizada a PClartido-se o programa VAC (TM

de 60°C) em um volume final de 20uL, utilizandd6eg de plasmideo como molde, | VL
de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs, tampédo da enzima, 1,5mM g€lMe
1,5 unidades da enzinfag DNA polimerase.
** Para cada plasmideo foi realizada duas PCRs, ulizando os oligonucleotideos FgDApa
e R2Apa(curto) que hibridizam dentro da gD préxiamsitioApd e no final do inserto,
respectivamente, indicando a direcao do insertd XAmo interior da gD. A segunda reacao
foi realizada com os oligonucleotideos FgDApa e Rg® ambos anelam dentro da gD
préximo ao siticApa, um sendo sense e 0 outro antisense, respectitanieessa forma, é
possivel verificar a quantidade de fragmentos Vacfjde se ligaram no interior da gD.
RgDApa: 5 TGCGTGGCGTTGGGGGTCTC 3’

As reac0Oes de clivagem e as PCRs foram analisadagel de agarose a 1% e 2%,

respectivamente.

4.4.2.3 Obtencao do fragmento gDVaclAA

Apos todas as selec¢fes feitas, um clone pRE4VadbAgelecionado para retirada do
fragmento gDVaclAA para posterior clonagem no vepdAX. Como ja foi dito
anteriormente a gD estd flanqueada pelo sitio d&igéo Hindlll, dessa forma, todo o
fragmento gDVaclAA pode ser retirado do clone pR&DAA pela utilizacdo dessa enzima.

Assim, 3ug do vetor pRE4VaclAA foi digerido utiliio-se 15 unidades da enziiiadlll,
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tampéo React 2 em um volume final de 60uL, a 3BCLP horas. A clivagem foi analisada
em gel de agarose a 1% e o fragmento gDVaclAAipadd utilizando-se o Wizard SV Gel

and PCR Clean-Up System.

4.4.3 Clonagem do fragmento gDVaclAA no vetor pVAX

O fragmento gDVaclAA, obtido como descrito no itemterior, foi clonado no
plasmideo pVAX clivado também com a enzikfiadlll (item 4.1.2) pela reacdo de ligacao,
feita a 4C por 16 horas, utilizando-se 150ng do inserto giI¥a\, 120ng do vetor pVAX,
tampéo da enzima e 1 unidade da T4 DNA ligase emalome final de 10pL.

Metade do volume da ligacdo foi utilizada na tranmsficdo de células de. coli
Topl0 competentes que foram plagueadas em agarohiralo 50ug/mL do antibiotico
canamicina.

A selecdo do plasmideo recombinante pVAXgDVaclAA feita inicialmente
realizando uma PCR de colonias em grupo (5 grupds cblbnias cada), para abranger um
namero maior de colbnias, portanto, a suspensdactéria foi feita com varias colbnias em
50uL de agua. A PCR foi feita com o programa VAC (T®I5D°C) em um volume final de
20uL, utilizando-se 5uL da suspensao bacterianaoctimte de DNA, 0,iM de cada
oligonucleotidet*, 0,2mM de cada dNTPs, tampao da enzima, 1,5mM giéljd 1 unidade
da enzimarag DNA polimerase.

**Para cada suspensdo bacteriana foi realizado du@Rs,Puma utilizando os
oligonucleotideos T7 e RgDApa, que hibridizam nApVe dentro da gD préximo ao sitio
Apd, respectivamente, indicando a direcdo do fragmgBivaclAA no interior do pVAX. A
segunda reacao foi realizada com os oligonuclemtidd e BGH ambos anelam no pVAX,
um sendo sense e 0 outro antisense, respectivanizggsa forma, foi possivel verificar a

quantidade de fragmentos gDVaclAA que se ligarammteoior do vetor.



56

O produto das PCRs foi analisado em gel de agard8é e a partir dos resultados foi
feito uma nova PCR de dois grupos que apresenfaagmentos de amplificacdo do tamanho
esperado. A reacédo foi semelhante a anterior, @ymdbs oligonucleotideos utilizados, duas
reacOes foram realizadas para cada um dos doisggruma com T7/R2Apa(curto) e outra
com F1Apa(curto)/BGH, que identificam a presencdrdgmento VaclAA e sua direcdo. Os
primers T7 e BGH hibridizam no pVAX e os oligonuatigleos R2Apa(curto) e F1Apa(curto)
no fragmento VaclAA. Além dos primers diferente$Mada reacdo foi de 50°C e a extensdo
de 2 minutos. Novamente os resultados foram adaksam gel de agarose a 1% e a partir
dos resultados foi feito uma nova PCR das dez @d0pertencentes aos dois grupos
separadamente e ja com os plasmideos extraidos.

A reacao de PCR foi feita utilizando-se o program& (TM de 50°C e extenséo de 2

minutos) em um volume final de 20uL, utilizandos@ng de cada plasmideo extraido,
0,1uM de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs, tampao da reacdo, 1,5mM de
MgCI, e 1 unidade da enzimiaaqDNA polimerase. O produto da PCR foi analisado e g
de agarose a 1%.
** Para cada plasmideo foi realizado trés PCRs, uitizantio os oligonucleotideos T7 e
BGH, que indica a quantidade de fragmentos gDVachaAnterior do pVAX, outra com T7
e RgDApa que indica a direcdo do fragmento no iottedo vetor e a dltima com T7 e
R2Apa(curto) que indica a presenca da VaclAA elgegao.

Além das PCRs, os plasmideos extraidos das deziasliambém foram submetidos a
reacao de clivagem: 500ng de cada plasmideo forgenidbs com 3 unidades das enzimas
Pvdl e Notl, tampao universam uma reacéo final de 20uL a 37°C por 16 horatigéstéao
foi analisada em gel de agarose a 1%.

A partir dos resultados obtidos com as PCRs edlisande restricdo dois plasmideos

recombinantes pVAXgDVaclAA foram analisados por Usegiamento utilizando-se os
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oligonucleotideos T7, BGH e FgDApaseq para confgdoada seqiiéncia e posteriormente
um deles foi utilizado nos ensaiosvitro ein vivo.

FgDApaseq:5’ AGGGGGTGACGGTGGACAGC 3

4.5 Construcdo da vacina pVAXgDVaclPA

4.5.1 Obtencéo do fragmento VaclPA

Apds o seqlenciamento dos seis clones pGEMVaclAém(i4.3), um clone
pGEMVaclAA foi selecionado para ser utilizado comolde na construgao do fragmento
VaclPA (denominado VaclPA, pois apresenta o sitio edzimaPvul e Apa nas
extremidades 5 e 3’, respectivamente). Esse fragméoi obtido por uma reacdo de
amplificacéo utilizando-se o programa VAC com TMGE¥C, composta de 80ng do molde
pGEMVaclAA, 0,14M de cada oligonucleotideo [F1Pvu e R2Apa(curtd)2mM de cada
dNTPs, tampédo da enzima, 1,5mM de Mg€L unidades da enzinfaq DNA polimerase,
em um volume final de 100uL. O produto da PCR falisado em gel de agarose a 2% e o
fragmento de interesse purificado utilizando-sdAqQick PCR Purification Kit (Qiagen).

Em seguida, o fragmento VaclPA (1,6ug) foi digedon 10 unidades da enzima
Apd e 5 unidades da enzinfwul utilizando-se o tampdo B em um volume final dgi4, a
37°C por 5 horas. Como a clivagem de produtos d® €lithina fragmentos muito pequenos,
algumas bases no inicio e fim do inserto a difexafegtamanho do fragmento néo digerido e
digerido ndo é possivel de ser visualizada em gelgdrose por isso o fragmento clivado foi

diretamente purificado utilizando-se o QIAquick PE®&ification Kit.
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4.5.2 Construcao do fragmento gDVaclPA

4.5.2.1 Clivagem do vetor pRE4

O vetor pRE4 (Figura 1) (4,8 pg) também foi digeram 10 unidades das enzimas
Pvdl e Apal juntamente com tamp&o B em uma reacdo de 50i8;@ por 16 horas para
posterior clonagem do fragmento VaclPA nesse ptiesomO vetor pRE4 apos a digestao foi
analisado em gel de agarose a 1% e purificadazanidio-se o Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System.

4.5.2.2 Construcdo do vetor pRE4VaclPA

O fragmento VaclPA e o vetor pRE4 clivados comrasneasPvul e Apd foram
utilizados na seguinte reacao de ligacao: 100ngettar, 240ng do inserto, tampé&o da enzima
e 1 unidade da T4 DNA ligase, em uma reacao fiedlGuL, realizada a 4°C por 16 horas.

Metade do volume da ligagdo foi utilizada na tramsficdo de células de. coli
Topl0 competentes que foram plagueadas em agamhtrmo 100ug/mL do antibidtico
ampicilina.

Plasmideos de dez colbnias da ligacdo entre pRE4CAPA foram extraidos e
submetidos a PCR utilizando-se o programa VAC (Té&/50°C), 50ng de plasmideo como
molde, 0,1uM de cada oligonucleotideo [FgDPvu e R2Apa(cdith)0,2mM de cada dNTPs,
tampéao da enzima, 1,5mM de Mg@! 1,5 unidades da enziriaq DNA polimerase, em um
volume final de 20pu L. O produto da PCR foi analtsath gel de agarose a 1%.

FgDPvu5’ GACCCCAATCGCTTTCGC 3’
** O primer FgDPvu hibridiza no interior da gD préximao sitioPvul e o R2Apa(curto) no
final do fragmento VaclPA, dessa forma é posstattificar a presenca desse inserto e sua

direcédo dentro da gD.
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Plasmideos de outras sete colonias da ligacao @RiEd e VaclPA foram extraidos e
submetidos, juntamente a dois clones positivos a&&R, a reacdo de clivagem utilizando-
se 800ng de cada clone, 5 unidades das enBmaise Apad, tampao B em um volume final
de 30uL, a 37°C por 16 horas, para verificacdordagmca do inserto VaclPA. A reacao foi

analisada em gel de agarose a 1,5%.

4.5.2.3 Obtencao do fragmento gDVaclPA

Trés plasmideos da ligagdo entre pRE4 e VaclPAnfopar fim, submetidos a duas
reacdes de clivagem uma utilizando-se 2,5ug de dada, 20 unidades da enzirdandlll,
tampdo React2, em um volume final de 60uL a 37°Clgohoras. A outra foi feita com
500ng de cada clone, 5 unidades da enApah, tampao B, em um volume final de 20uL, a
37°C por 16 horas. A clivagem com a enzifiadlll libera todo o fragmento gDVaclPA dos
clones positivos, enquanto a enzirApad apenas lineariza o vetor o que nos fornece a
possibilidade de avaliar se o plasmideo é recomtenpelo tamanho do fragmento gerado.
As reac0Oes foram analisadas em gel de agarose a 1%.

ApoOs todas essas selecdes realizadas, um cloneMalREEA foi selecionado para
recuperarmos o fragmento gDVaclPA que foi digeciolm a enzimadindlll da forma acima

mencionada e purificado utilizando-se o Wizard Sf &d PCR Clean-Up System.

4.5.3 Clonagem do fragmento gDVacl1PA no vetor pVAX

O pVAX (Figura 2) foi digerido com a enzinkéindlll como descrito no item 4.1.2 e
foi utilizado na construgéo da vacina pVAXgDVaclPA.

O fragmento gDVacl1PA foi clonado no plasmideo pVgela reacéo de ligacéo, feita
a £C por 16 horas, utilizando-se 120ng do inserto gfIlW#, 120ng do vetor pVAX,

tampéao da enzima e 2 unidade da T4 DNA ligase,ramalume final de 15uL.
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Metade do volume da ligacdo foi utilizada na transficdo de células de. coli
Topl0 competentes que foram plagueadas em agarohirelo 50ug/mL do antibiotico
canamicina.

A selecdo do plasmideo recombinante pVAXgDVaclPA fita inicialmente
realizando uma PCR de col6nias em grupo (5 grupoS dolénias cada), como explicado
anteriormente (itens 4.1.3 e 4.4.3), utilizandaesprograma VAC (TM de 50°C) em um
volume final de 20uL, utilizando-se 5uL da suspendfacteriana, OJM de cada
oligonucleotidet*, 0,2mM de cada dNTPs, tampao da enzima, 1,5mM giéljv 1 unidade
da enzimalag DNA polimerase.

** Para cada susupensao bacteriana foi realizado d@@Rs, uma utilizando os
oligonucleotideos T7 e RgDApa, que indica a diredéaofragmento no interior do vetor
pVAX e, a segunda, realizada com os oligonucleotdé’ e BGH, que indicam a quantidade
de fragmentos gDVaclPA que se ligaram no intemovetor.

O produto das PCRs foi analisado em gel de agard8é e a partir dos resultados foi
feito uma nova PCR de quatro grupos que apresemtfngmentos de amplificacdo do
tamanho esperado. A reacdo foi semelhante a amtexzeto pelos oligonucleotideos
utilizados, duas reacdes foram realizadas parawaddos quatro grupos: T7/R2Apa(curto) e
FgDPvu/BGH que identificam a presenca do fragm¥fatcl PA e sua direcao e do fragmento
gDVaclPA e sua direcao, respectivamente. Como [eimeado anteriormente os primers T7
e BGH hibridizam no interior do pVAX, R2Apa(curta)p final do fragmento VaclPA e
FgDPvu, na gD, proximo ao sitlewvul onde foi clonado o inserto VaclPA. Além dos @
diferentes a TM da reacao foi de 50°C e a extedsd&® minutos. Novamente os resultados
foram analisados em gel de agarose a 1% e a gastiresultados foi feito uma nova PCR de

dez colbnias separadamente pertencentes a doissgeya com os plasmideos extraidos.
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A reacao de PCR foi feita utilizando-se o program& (TM de 50°C e extenséo de 2

minutos) em um volume final de 20uL, utilizandos@ng de cada plasmideo extraido,
0,1uM de cada oligonucleotid®b, 0,2mM de cada dNTPs, tampéao da enzima, 1,5mM de
MgCI, e 1 unidade da enzimiaaq DNA polimerase. O produto da PCR foi analisadogein
de agarose a 1%.
** Para cada plasmideo foi realizado trés PCRs, uitizantdo os oligonucleotideos T7 e
BGH, gue indica a quantidade de fragmentos gDVacd® Mterior do pVAX, outra com T7
e RgDApa que indica a direcdo do fragmento no iottedo vetor e a Ultima com T7 e
R2Apa(curto) que indica a presenca da VaclPA elisegdo.

Além das PCRs, os plasmideos extraidos das od&mias também foram
submetidos a reacado de clivagem: 500ng de cadaioles foram digeridos com 3 unidades
das enzima®vul e Notl, tamp&o universalem uma reacao final de 20uL, a 37°C por 16
horas. A digestao foi analisada em gel de agardsé.a

A partir dos resultados obtidos com as PCRs edlisende restricdo dois plasmideos
recombinantes pVAXgDVaclPA foram analisados poriisagiamento utilizando-se os
oligonucleotideos T7, BGH e FgDPvuseq para confijdnala seqiéncia e posteriormente um
deles foi utilizado nos ensaiosvitro ein vivo.

FgDPvuseqS ATTTTGTTTGTCGTCATAG 3

4.6 Construcdo da vacina pVAXgDVac?2

4.6.1 Obtencéao do fragmento Vac2
Apds o0 sequenciamento dos seis clones pGEMVaclAém(i4.3) um clone
pGEMVaclAA foi selecionado para ser utilizado comolde na construgcao do fragmento

Vac2 (sequéncia dos cinco epitopos em duplicataasitio da ezim&pad nas extremidades
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5 e 3’) (Tabela 3-Delineamento Experimental). iaimente foi realizada duas reacdes de
amplificacdo utilizando-se o programa VAC, ambasmposta de 50ng do molde
pGEMVaclAA, 0,4M de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs, tampéo da
reacao, 1,5mM de Mggk 5 unidades da enzinfaq DNA polimerase, em um volume final
de 100uL. Os produtos das PCRs foram analisadogeéhe agarose a 1% e os fragmentos
purificados utilizando-se 0 QIAquick PCR PurificatiKit.
** Uma reacgao foi realizada com os oligonucleotideb&pa(curto) e R2Bam inserindo no
inicio do fragmento o sitio da enzirApal (sitio em destaque na sequéncia dos primers) e no
final o sitio da enzima@anHI (sitio em destaque na sequéncia dos primersgnger o
fragmento VaclAB; a segunda com os oligonucleosid@®Apa(curto) e F1Bam inserindo os
sitios de forma contrari®anmHI no inicio eApd no final gerando o fragmento VaclBA,
dessa forma, é possivel ligar esses dois fragmeefossitio deBanHl criando a Vac2 que
posteriormente é digerida coApa para clonagem no vetor pRE4 clivado com a mesma
enzima.
F1Apa(curto) 5’ AGGGCCGCTGGAAGACCCCTACGAG 3(j& descrito anteriormente)
R2Bam 5 GOGGATCGCACGTTGCGAAGTCCTTCC 3
F1Bam5 CGGGATCACTGGAAGACCCCTACGAG 3’
R2Apa(curto) 5’ ATGGGCCAACGTTGCGAAG 3’ (ja descrito anteriormente)

Em seguida, os fragmentos VaclAB e VaclBA (3ugrfodigeridos separadamente
com 30 unidades da enzintzanHI (Invitrogen) utilizando-se o tampdo React3, em u
volume final de 80uL, a 37°C por 16 horas e diretaten purificados utilizando-se o
QIAquick PCR Purification Kit.

Apos a digestao os fragmentos foram submetidoguirge reacao de ligacao: 900ng

de cada fragmento, VaclAB e VaclBA, incubados aimpéio da enzima e 6 unidade da T4

DNA ligase em um volume final de 90uL, feita @4por 16 horas. A ligacao foi analisada
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em gel de agarose a 1% e o fragmento Vac2 purdicéitizando-se o Purelink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen).

Tendo montado a Vac2 o proximo passo foi digesedsagmento com a enzimpa
para posterior clonagem no vetor pRE4 e conseguemnte unido com a gD. A Vac2 (1,2uQ)
foi clivada com 20 unidades da enzipal, juntamente com o tampé&o B, a 37°C por 16

horas e, entéo, purificada utilizando-se o QIAqUREKR Purification Kit.

4.6.2 Construcao do fragmento gDVac2

4.6.2.1 Construcao do vetor pRE4Vac2

O fragmento Vac2 e o vetor pRE4 (Figura 1) (clivagdescrita no item 4.4.2.1)
clivados com a enzimapal foram utilizados na seguinte reagao de ligac&0ng do vetor,
240ng do inserto, tampao da enzima e 1,5 unidaalddNA ligase, em uma reacéo final
de 20puL realizada a 4°C por 16 horas.

Metade do volume da ligagdo foi utilizada na tramsficdo de células de. coli
Topl0 competentes que foram plagueadas em agamhtrco 100ug/mL do antibidtico
ampicilina.

Quinze coldnias da ligacdo entre pRE4 e Vac2 faabmetidas a PCR, utilizando-se
o programa VAC (TM de 55°C) (PCR de col6nia, désamp item 4.1.3), 5ul da suspencao
bacteriana, 0jAM de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs, tampé&o da enzima,
1,5mM de MgC] e 1 unidade da enzimiaaq DNA polimerase, em um volume final de 20uL.
O produto da PCR foi analisado em gel de agardsé.a
** Para cada plasmideo foi realizado duas PCRs (assimo descrito anteriormente para o
fragmento VaclAA), uma utilizando os oligonucleetid FgDApa e R2Apa(curto), que

indica a dire¢do do inserto Vac2 no interior da ghsegunda reacéo foi realizada com os
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oligonucleotideos FgDApa e RgDApa que indicam antidade de fragmentos Vac2 que se
ligaram no interior da gD.

A partir dos resultados obtidos com as PCRs, osnptieos de dez das quinze
colonias foram extraidos e submetidos a reacaolideagem: 800ng de cada plasmideo
separadamente foram digeridos com 5 unidades dm&®gpa juntamente com tampéao B,
em um volume final de 20uL, a 37°C por 16 horadigestao foi analisada em gel de agarose

a 1%.

4.6.2.2 Obtencao do fragmento gDVac2

Apbs as sele¢bes acima realizadas, um clone pRE4fdaselecionado para retirada
do fragmento gDVac?2 por meio da reagéo de clivagiy:do vetor pRE4Vac2, foi digerido
com 35 unidades da enzirrandlll, tamp&o React2, em um volume final de 80uL,7aCG3
por 16 horas. A reacdo foi analisada em gel deoagaa 1% e o fragmento purificado

utilizando-se o Purelink™ Quick Gel Extraction Kit.

4.6.3 Clonagem do fragmento gDVac2 no vetor pVAX

O pVAX (Figura 2) foi digerido com a enzinkéindlll como descrito no item 4.1.2 e
foi utilizado na construgéo da vacina pVAXgDVac2.

O fragmento gDVac2 foi clonado no plasmideo pVAXapeacdo de ligacéo, feita a
4°C por 16 horas, utilizando-se 180ng do inserto gf2/420ng do vetor pVAX, tampao da
enzima e 1,5 unidades da T4 DNA ligase, em um velfinal de 15puL.

Metade do volume da ligacao foi utilizada na transfacdo de células de coli Top
10 competentes que foram plaqueadas em agar LBermmt50ug/mL do antibidtico
canamicina.

A selecéo do plasmideo recombinante pVAXgDVacZdua inicialmente realizando

uma PCR de 10 colbnias, como explicado anteriorenditem 4.1.3), utilizando-se o
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programa VAC (TM de 50°C e extensdo de 2 minufgys),da suspensao bacteriana,ud/j1

de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs, tampédo da enzima, 1,5mM giéliM 1
unidade da enzim&aqDNA polimerase, em um volume final de 20puL.

** Para cada plasmideo foi realizado trés PCRs, uitizantdo os oligonucleotideos T7 e
BGH, que indica a quantidade de fragmentos gDVacihterior do pVAX, outra com T7 e
RgDApa que indica a direcdo do fragmento no intedo vetor e a Ultima com T7 e
R2Apa(curto) que indica a presenca da Vac2 e saadti. O produto das PCRs foi analisado
em gel de agarose a 1%.

A partir dos resultados obtidos com as PCRs, aglieos de duas das dez colbnias
submetidas a PCR foram extraidos e submetidossardaedes de clivagem, uma com 500ng
de cada plasmideo digerido com 5 unidades da erBamdll** e tampado React2 e a outra
com 500ng de cada plasmideo com 5 unidades da &hlimdlll e tampado React2, ambas
em uma reacao final de 20puL, a 37°C por 16 horagligestdes foram analisadas em gel de
agarose a 1%.

** A enzimaBanHI digere no sitio presente no meio do fragmento2/a no vetor pVAX
podendo indicar a presenca do fragmento Vac?2 disegho.

A partir dos resultados obtidos com a PCR e aissnde restricdo, dois plasmideos
recombinantes pVAXgDVac2 foram analisados por segaenento, utilizando-se os
oligonucleotideos T7, BGH e FgDApaseq para conffd@oada sequéncia e, posteriormente,

um deles foi utilizado nos ensaiiosvitro ein vivo.
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4.7 Purificacdo das construcdes vacinais

4.7.1 Extracéo e purificagéo das construcdes de DNA

Os plasmideos pVAXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA pVAXgDVac2
foram purificados por cromatografia de troca idniatilizando-se o kit comercial Qiagen
Giga Plasmid Purification , EndoFree (Qiagen).

Bactériask. coli DH-5a (ou Top 10) foram transformadas com cada plasméleo
plagueadas em &agar LB juntamente com o antibidt@oamicina na concentracdo de
50ug/mL. Apos a transformacao, escolheu-se uma colfureafoi inoculada em 5mL de caldo
LB (USB) contendo canamicina a|&mL, sendo o meio incubado por 8 horas, a 200rpm,
37°C (Incubador shaker innova 44, New Brunswickp Eeguida, essa cultura foi diluida
1/1000 em 2,5 litros de caldo LB, contendo canamica 5@Qg/mL, sendo incubada
novamente a 37°C, 200rpm, durante 16 horas. Agesmriodo, o material foi centrifugado
a 6650g por 15 minutos a 4°C (Beckman J2-HS), oesalolante desprezado e cerca de 7
gramas do sedimento foi ressuspendido em 125mardpdo P1 (Tris-HCI a 50mM, pH 8,0,
EDTA a 10mM e RNAse a 10@/mL). Em seguida, foram adicionados 125mL de tanRi&
(NaOH a 200mM e SDS a 1%) e apos incubacdo de &tosinadicionou-se 125mL do
tampéo P3 (acetato de potassio a 3,0M, pH 5,5)atenal foi filtrado e mantido no gelo por
30 minutos apods adicao de tampéao para remocacddéoimas.

O filtrado foi aplicado em uma coluna Qiagen cosina de troca ibnica previamente
equilibrada com tampao QBT (NaCl a 750mM, MOPS mM&0 pH 7,0, etanol a 15% e
Triton X-100 a 0,15%). ApOs a aplicacdo do filtradoresina foi lavada com 600mL de
tampéao QC (NaCl a 1,0M, MOPS a 50mM, pH 7,0 e dtarkb %) e o DNA plasmideal foi
eluido com 100mL de tampé&o QN (NaCl a 1,25M, MOB®SraM, pH 7,0 e etanol a 15%). O

DNA eluido foi precipitado com isopropanol absojutentrifugado a 26904g, por 45 minutos
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a 4°C, lavado com etanol a 70% e centrifugado newéennas mesmas condic¢des. Por fim o

sedimento foi ressuspendido em cerca de 1,0mL uke ésjéril livre de endotoxinas.

4.7.2 Quantificacdo, avaliacdo da integridade e paea dos plasmideos purificados

Apés a purificacdo das diferentes construgfes aegifoi realizada a quantificagéo, a
avaliacdo da integridade e a pureza dos produtdficpdos. A quantificacdo dos plasmideos
foi realizada em espectrofotdmetro nos comprimed&senda de 260 a 280nm, utilizando-se
o aparelho GeneQuanfl (Amershan-Pharmacia, BioSciences).

A caracterizacdo dos plasmideos pVAXgD, pVAXgDVa&lAoVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac2 foram realizadas com a enzirkndlll. Aproximadamente [lg de cada
plasmideo separadamente foi incubado com 5 uniddaesnzimaHindlll, tampao React2,
em 20puL finais, a 37°C por 16 horas. Em seguidaronluto da digestdo de cada amostra,
bem como os plasmideos nao digeridos, foram subdose# eletroforese em gel de agarose a
1%.

A pureza foi realizada pela determinacdo da pgesde endotoxinas bacterianas nas
vacinas purificadas pelo kit Qiagen Giga Plasmidifieation, EndoFree. A avaliacdo €
realizada por meio do teste cromogénico do lisaelamebdcito deimulus polyphemus
(LAL), que é um teste quantitativo para avaliacG@@ddotoxinas de bactérias Gram-negativas

utilizando o QCL-100 LAL kit (Cambrex).

4.8 Expressao e Purificacdo das proteinas Vacl ed2a

As proteinas Vacl e Vac2 foram expressas em sigtemsarioto utilizando-sg. coli
e purificadas por cromatografia de afinidade, ca® descrito em seguida. As sequéncias
que codificam a proteina Vacl (5 epitopos da pmatdisp65) e a Vac2 (5 epitopos em

duplicata) foram clonadas no vetor pET29b (Novageh) grupo da Profa. Ana Paula Ulian
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de Araujo (Instituto de Fisica de Sdo Carlos — U8Hyinando os vetores pET29bVacl e

pPET29bVac2, que foram utilizados para expressapudsinas.

4.8.1 Expressao das proteinas Vacl e Vac2

As construgbes pET29bVacl e pET29bVac2 foram atis na transformacéo de
células competentds. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) utilizadas na expressas gaeoteinas
Vacl e Vac2. Uma coldnia de céluBscoli BL21(DE3) transformada com pET29bVacl e
uma transformada com pET29bVac2 foram separadamelgadas e inoculadas, cada uma,
em um pré-inéculo de 10mL de caldo LB adicionad@aulibiotico canamicina, para o qual o
vetor pET apresenta gene de resisténcia. Para aasaonstrucdes os procedimentos
descritos na expressdo e purificacdo foram os nees@opré-inoculo foi incubado sob
agitacdo de 200rpm, a 37°C por 16 horas e, em deegdiluido 1:125 em caldo LB
suplementado com canamicina. As células foram id&@smas mesmas condi¢bes até uma
densidade 6ptica (DO) de aproximadamente 0,6 (tag&itmica do crescimento), em uma
absorbancia de 600nm medida em espectofotdmetro 1850PC (UV-Visible
Spectrophotometer-Shimadzu). As bactérias foramuzidds com 0,2mM de IPTG
(Invitrogen), a 37°C por 3, 4 e 16 horas, sob gfiade 200rpm, para a expressao da proteina
recombinante de interesse. Amostras de 1mL fordiradas antes e apos a inducdo. Esse
material foi centrifugado 2 minutos a 1000g em weatrifuga 5402 (Eppendorf), sendo o
sobrenadante descartado e a parte celular armazeaaa analise em SDS-PAGE a 13,5%
(Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilantdatendo duodecil sulfato de sodio)
(Laemmli, 1970).

Apos a inducéo por 4h (melhor tempo de expressam)itura foi recolhida em frascos
apropriados e centrifugada 12 minutos, 6650g a @Gobrenadante (meio de cultura) foi
descartado e as células ressuspendidas em 15mlandpdd de sonicagcdo, pH 7,2.

Inicialmente as células foram ressuspendidas empdamde sonicacdo sem agente
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desnaturante (150mM de NaCl, 20mM de;iRO, e 50mM de imidazol), incubadas 30
minutos no gelo e, em seguida, submetida a sormca{@nada — 6 repeticdes de 1 minuto
com intervalo de 30 segundos — em um sonicadora\ieil™ (Sonic & Materials Inc.). O
lisado foi centrifugado por 25 minutos &G4 269049 e o0 sobrenadante e precipitado foram
separados. Fracdes dos sobrenadantes e do sedioramoanalisadas em SDS-PAGE para
testes da solubilidade da proteina. ApOs essasan#bi realizado um novo protocolo
ressuspendendo as células em tampao de sonicagi@gente desnaturante (150mM de
NaCl, 20mM de NgHPQ, 50mM de imidazol e 5M de uréia), acrescido debrh, de
lisozima (Sigma), seguindo o mesmo protocolo acid@ entanto, apos a sonicacdo, a
suspencao foi centrifugada por 25 minutos@, 269049, e, em seguida, o sobrenadante foi
armazenado a°€ e o precipitado submetido novamente a sonicagdordcedimento de
sonicacéo foi realizado trés vezes, na primeiraeigealizado com o sedimento celular e nas
outras duas com o precipitado formado ap6s a sgavcanterior) para solubilizacdo completa
da proteina. Fracdes dos sobrenadantes e do seédifoeam analisadas em SDS-PAGE para
testes da solubilidade da proteina.

A andlise em SDS-PAGE foi feita utilizando-se a®simas da cultura ndo induzida,
induzida, sobrenadantes apos a lise e uma pegaeeado sedimento de lise nos quais foram
adicionados agua e tampao da amostra 5 vezes ¢@u(iTris-HCI a 200mM, pH 6,8, SDS
a 360mM, glicerol a 41,6%, azul de bromofenol &% 2-mercaptoetanol a 12,5%), todas
as amostras foram fervidas por 5 minutos e aplgadagel (2QL) (Tampéao de corrida-Tris-
base a 125mM, glicina a 960mM e SDS a 170mM, phi, & &letroforese foi realizada po 2

horas a 100V.

4.8.2 Purificagé@o das proteinas Vacl e Vac2

A purificacdo das proteinas Vacl e Vac?2 foi realizpor cromatografia de afinidade,

utilizando-se o aparelho Akta Purifier (GE Health€aa coluna HiTrap Chelating HP5mL
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(GE HealthCare) e o reagente niquel.

Antes da purificacdo a resina foi lavada com 1Qumwas de coluna (VC) de agua,
tratada com 6VC de NaOH a 1M e mantida em repoas@® minutos (o NaOH é utilizado
para retirada de lipopolissacarideo — LPS). Ap&se @servalo de tempo, a resina foi lavada

novamente com 10VC de agua e imobilizada com 1V&utfato de niquel a 0,1M.

Inicialmente a coluna foi equilibrada com 5VC denp@o de lavagem, pH 7,2
(150mM de NaCl, 20mM de NAPO;,, 20mM de NakHPQ,, 5M de uréia e 50mM de
imidazol). Em seguida, 50mL de sobrenadante, cdotédOmg de proteinas bacterianas,
foram aplicados na coluna (diluido no tampao deadam), sendo a coluna lavada
posteriormente com 10V de tampé&o de lavagem. Resteiontendo tag de histidina foram
eluidas com imidazol na concentracdo de 50, 150,e2500mM em tampao de lavagem.
Todas as fracdes eluidas foram coletadas durgngfecacdo e submetidas a eletroforese. As
fracOes recuperadas apés a passagem do sobrenadtntavagem foram chamadas eluato e
lavagem e as obtidas ap6s a passagem do gradienimidizol foram nomeadas pela

concentracdo de imidazol.

Separou-se 30 de cada fracdo onde foi adicionadplL5de tamp&o da amostra 5
vezes concentrado, sendo a mistura fervida por rfiutos e analisadas em SDS-PAGE

(apenas 20L foi aplicado no gel).

As fragBes contendo a proteina de interesse foralisatias contra PBS (137mM de
NaCl, 2,7/mM de KCI, 8,1mM de NAPQO, e 1,5mM de KHPO,, pH 7,2) utilizando-se a
membrana Snake Skin® Pleated Dialysis Tubing 350@MDV(PIERCE-PERBIO) para
retirada do imidazol e da uréia. Essas fracbesrfaaocadas dentro da membrana que ficou
mergulhada em um litro de PBS por 24 horaS@ @#®BS trocado 4 vezes). Apés a dialise as
proteinas foram quantificadas pelo ensaio de Brdd{8radford, 1976), utilizando-se o

corante Coomassie Plus™ Protein Assay Reagent cépiee a leitura feita em
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espectrofotdmetro de plagauant Bio-Tek Instruments Inc.). A pureza foi deterada pela
presenca de endotoxinas bacterianas utilizandaesst® cromogénico do lisado de amebdcito
deLimuluspolyphemugLAL).

OBS.: Todo material utilizado na purificacdo dast@inas eram livres de LPS (Endofree).

4.9 Producéo de anticorpos policlonais contra as pteinas Vacl e Vac?2

As proteinas recombinantes Vacl e Vac2 foram athks na imunizacdo de
camundongos BALB/c para a producéo de anticorpbslguaais anti-Vacl e anti-Vac2. Para
isso, camundongos isogénicos da linhagem BALB/méts), com 7-8 semanas de idade,
provenientes do Biotério de Animais Isogénicos deuflade de Medicina de Ribeirdo Preto—
USP, foram utilizados nos ensaios de imunizacayreo 0s principios éticos adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBE&)condi¢cdes estabelecidas pelo
nosso grupo. Os animais foram mantidos em isoladdee animais, com temperatura,
umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escunaticdado, com livre acesso a agua e racao.

Os animais (n=3) receberam as proteinas por vieusarea em regime vacinal de 3
doses de 5@y das proteinas recombinantes Vacl e Vac2 junt@meain adjuvante
incompleto de Freud (AIF) (Gibco BRL) obedecendo intervalo de 2 semanas entre cada
dose e coleta do soro 20 dias ap0s a ultima dosklFGoi preparado, de acordo com as
instrucdes do fabricante, homogeneizando-se aipeoti#luida em salina (Cloreto de sodio
0,9% - Samtec Biotecnologia) e o adjuvante numagrgio de 1:1 (volume) até a aquisicao
de uma emulsdo homogénea e consistente.

Apos 20 dias da ultima imunizacdo os animais fosatrificados com o0 anestésico
Ketamina (Agenner), na concentracdo de 100mg/Konaesa corpoérea, por via endovenosa.

Em seguida, foi realizada uma puncéo cardiacarngtirada do sangue do animal. O sangue
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foi incubado por 1 hora a temperatura ambienten&riiegado por 10 minutos a 216g. Apos
centifugacéo o soro foi coletado e armazenado &-20
Grupos e delineamento experimental: Grupo igcfle Vacl + AlF

Grupo 2: 5Qg de Vac2 + AlF

Coleta do soro

Imunizagbes 12 22 3a pés-imune
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4.9.1 Caracterizacao dos anticorpos policlonais arvacl e anti-Vac2

A caracterizacao dos anticorpos anti-Vacl e aati2/presente nos soros dos animais
imunizados com as proteinas Vacl e Vac2, respeutinte, foi realizada para detectar se
esses anticorpos reagiam cruzadamente com a @dtefr60 de mamiferos.

Para isso células HEK293H(man Embrionic Kidndyforam plaqueadas (1x10
células/pogo) em placas de 24 pocgos (Corning)jzatilo-se DMEM (Gibco), 10% de SBF
(Soro Bovino Fetal) (Gibco), 1% de estreptomiciealpilina (100unidades/mL de penicilina
e 10Qug/mL de estreptomicina) (Gibco) (DMEM-C) e incubada 37C, em estufa
umidificada contendo 5% GQTS Auto Flow CQ Water Jacketed Incubator) por 2 horas
para aderéncia das células, em seguida, foram aaandi 37°C ou 42°C por 5 horagos
esse periodo, foi retirado o meio de cultura dadas elas foram lavadas 2 vezes com PBS e
foi adicionado 50uL de tampéo de lise RIPA (Tris0anM, pH 8,0, NaCl a 150mM, SDS a
0,1%, lgePal 1%, desoxiglicolato de sodio 0,5%,uebel de inibidores-Complete, EDTA
free-Roche). As células foram lisadas, coletadascebadas no gelo por 10 minutos, em
seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 100D¢ e separado sedimento e

sobrenadante.
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O sedimento acrescido de 20uL de agua, 20uL do deecultura retirado das células
e 20uL do sobrenadante foram acrescidos de Spandeéio da amostra 5 vezes concentrado,
fervidos por 5 minutos e submetidas a eletrofoeeseel a 10%, por 20 minutos a 50V e, em
seguida, 1,5 hora a 100V.

ApoOs a eletroforese as proteinas foram transferidasa uma membrana de
nitocelulose (Life Technologies) por 1,5 hora a\l@ampé&o de transferéncia-Tris-base a
22,7mM, glicina a 61mM, metanol a 18,3%, pH 8,3)ynAmbrana foi incubada com tampéao
de bloqueio (PBS, 2% de BSA-Albumina Bovina [INLABJ,05% de Tween 20) por 2 horas
a temperatura ambiente, lavada (PBS, 0,05% de T@&6en PBS-T) e incubada com os
anticorpos anti-Hsp60 (Clone Mab 11-13-Imgenexlu{c¢iio 1:10000 em tampéo bloqueio),
anti-Vacl policlonal ou anti-Vac2 policlongtiluicdo 1:1000), a 4°C por 16 horas. A
membrana foi, entdo, novamente lavada e incubaataocanticorpo de cabra contra IgG de
camundongo marcado com peroxidase (Molecular Pyplsido 1:5000, por 1 hora a
temperatura ambiente. A revelagcdo foi feita conmdxido de hidrogénio e DAB (Vector

Peroxydase Substrate Kit).

4.10 Caracterizacaddn vitro das vacinas de DNA construidas

4.10.1 Transfecgéo de células vitro com as vacinas construidas

Para deteccdo da transcricdo e traducdo das masteodificadas pelas vacinas de
DNA construidas, células eucarioticas HEK293 foteansfectadas pela utilizacdo de cloreto
de célcio com as diferentes construcbes vacinalAXgD, pVAXgDVaclAA,
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2.

Aproximadamente 1x£0células ressuspendidas em DMEM-C foram adicionadas

placas de 24 pocos e incubadas por 16 horas’@, 6 de CQ@ Duas horas antes da
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transfeccdo o meio foi trocado por DMEM contendo 586 SBF e 1% de
estreptomicina/penicilina. A transfeccéo foi reatia pela adicdo em cada poc¢o de 480ng de
DNA, 54uL de agua estéril, 6puL de cloreto de caki@,5M estéril e 60puL de HEBS 2X
(NaCl a 0,28M, Hepes a 0,05M e RO, al,5mM, pH 7,05) segundo o seguinte protocolo
(para cada poco): em um tubo de 1,5mL foram adiclom a agua e o DNA e
homogeneizado, em seguida, o Ga&l2,5M foi adicionado a mistura de agua e DNA e
realizada nova homogeneizacéao; em um outro tuldgsaeL foi adicionado 60uL de HEBS 2
vezes concentrado e sob leve agitacdo foi acresteatmistura de agua, DNA e CaGjota

a gota” seguida de homogeneizacédo; a solucéao ¢abada a temperatura ambiente por 20
minutos e adicionada ao poco de cultura “gota a’gqior fim a placa foi levemente
movimentada para homogeneizar e incubada em eat@#&@C por 24 horas.

A transfeccao foi realizada com todas as constug@cinais e a presenca do RNA
mensageiro e da proteina codificada por elas faaaliados apds 24 horas de transfeccéao.
Em todas as transfec¢bes foram realizados doisatesit um com células sem transfecgéo e
outro com o plasmideo pGreen Lantern.gcc (cedidudilgente pelo Prof. Dario Simdes
Zamboni) que apresenta o gene que codifica a peot8FP Green Fluorescent Protein

para visualizagéo da transfec¢cdo em microcopitudesiscéncia (Leica DMI 4000B).

4.10.2 Analise da transcricdo do RNA mensageiro

4.10.2.1 Extracéo do RNA total das células transfeadas

ApoOs 24 horas de cultura foi retirado o meio deucaldas células, adicionado H00
de Trizol (Invitrogen), sendo as células homogeadas, coletadas em tubo de 1,5mL e
incubadas por 3 minutos a temperatura ambienteti@@o do RNA mensageiro foi realizada
juntando-se dois pocos de cultura de cada traré&fecgm objetivo de ter maior nimero de

células e as células transfectadas com as difereotestrucdes vacinais foram processadas
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separadamente). Apos o periodo de incubacao adiciesm 20QL de cloroférmio, as células
foram agitadas por 30 segundos e incubadas pornbitosi a temperaura ambiente. A
suspensdao celular foi, entédo, centrifugada a 12008915 minutos a 4°C, para recuperacao
da fase aquosa, na qual foi adicionadoulO8e isopropanol gelado. As amostras foram, em
seguida, homogeneizadas e incubadas a -20°C puora6 para precipitacdo do RNA. Apos
esse intervalo de tempo, todos os procedimentamfoealizados no gelo. As amostras foram
centrifugadas 12000g por 10 minutos a 4°C, o seldiamte foi descartado e 1mL de etanol a
70%* adicionado. Foi realizada uma centrifugacdo a @s@dr 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado; apdés uma secagem de Gfbsnia RNA foi ressuspendido em
20uL de a4gua DEPC (Sigmajuantificado no aparelho GeneQuaht'le analisado em gel de
agarose a 19 .

** Etanol a 70% e o tampdao utilizado no gel de agafosem feitos com agua DEPC

segundo as instru¢cdes do fabricante.

4.10.2.2 Transcricéo reversa e avaliacao da presengos transcritos

Apoés a extracdo e caracterizacdo do RN&y fbi tratado com 1 unidade de DNAse |
(Invitrogen) e tampao (10X DNAse buffer), em umurak final de 1(L (completado com
agua ultrapure — Invitogen), por 15 minutos a 229as esse periodo, a enzima foi inativada
com 2,5mM de EDTA (Invitrogen), por 15 minutos &65

A producéo do cDNA, de cada RNA obtido das céltiassfectadas com as distintas
construcdes vacinais, foi realizada incubando-séOpk da reacdo acima juntamente com
0,5ug (0,2nmol) de oligo dT (Fermentas) e 0,5mM de ddi{IRAvitrogen), por 5 minutos a
65°C. ApOs esse periodo, foram adicionados firatdt buffer 0,625X (Invitrogen), 0,00
de dtt (Invitrogen), gL de agua, 0,625mM de MgLC(Invitrogen) e 200 unidades da
Superscript Il (Invitogen). As amostras foram ingdés por 50 minutos a%2 e, em seguida,

a 70°C por 15 minutos.
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A deteccdo dos transcritos de cada cDNA foi reddzaor PCR utilizando-se o
programa VAC e 2L do cDNA, 0,JuM de cada oligonucleotid&b, 0,2mM de cada dNTPs,
tampao da enzima, 1,5mM de Mg@ 1 unidade da enzinEag DNA polimerase, em um
volume final de 20pu L. O produto da PCR foi analtsath gel de agarose a 1%.

** Os oligonucleotideos utilizados para detectararsstiritos de todas as constru¢des vacinais
(PVAXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2) dram FgDPvu e
RgDApa, que hibridizam no interior da gD, iden@intlo a presenca desta e das construcdes
Vacl e Vac2 e como controle dos experimentos fqliéicado o gene constitutivo GAPDH.
Além disso, para detectar o transcrito pVAXgDVacl®A gene GAPDH foram utilizados
0,4uM de cada oligonucleotideo, os outros componerdeBCR foram utilizados na mesma
concentracédo e o volume final foi deu25

GAPDH senses’ ACCCACTCCTCCACCTTTG 3
GAPDH antisense5’ CTCTTGTGCTCTTGCTGG 3

4.10.3 Analise da expressao das proteinas recomhmes (“Western blot”)

Apés 24 horas de cultura foi retirado o meio detucal das células, sendo essas
lavadas 2 vezes com PBS. Foi adicionado 50uL de&arde lise RIPA e as células foram
lisadas, coletadas e incubadas no gelo por 10 asn&m seguida, foram centrifugadas por
10 minutos a 10000g, 4°C e separado sedimentorersaante.

O sedimento foi acrescido de 20uL de agua e homeeggo, 20uL do meio de
cultura retirado das células e 20uL do sobrenadardaen separados e a todas essas amostras
foi adicionado 5uL de tampdo da amostra 5 vezesetrado. As amostras foram, entao,
fervidas por 5 minutos e submetidas a eletrofoeesgel a 10%, por 20 minutos, a 50V e em
seguida 1,5 hora a 100V.

ApoOs a eletroforese as proteinas foram transferidasa uma membrana de

nitocelulosepor 1,5 hora a 100V,em seguida, a membrana foibemta com tampao de
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bloqueio (PBS, 2% de BSA, 0,05% de Tween 20) pooras a temperatura ambiente, lavada
(PBS-T) e incubada com os anticorpos anti-Vaclcfmial, anti-Vac2 policlonal ou anti-gD
(gentilmente cedido pelo Professor Luis Carlos dez8 Ferreira — ICBII/USP — Sao Paulo)
(para as transfeccbes com pVAXgDVaclPA ou pVAXgDMs& utilizou-se a anticorpo
anti-gD e anti-Vacl e para a transfeccdo com pVAXat®, anticorpo anti-gD e anti-Vac2)
diluidos 1:1000 (anti-Vacl e anti-Vac2) e 1:20086tigD) em tampao bloqueio, a 4°C por
16 horas. A membrana foi, entdo, novamente lavaniewbada com o anticorpo de cabra
contra IgG de camundongo marcado com peroxidas&ldilLl:5000, por 1 hora a temperatura
ambiente e revelada com peroxido de hidrogénio & Q@xotocolo de Western idem item

4.9.1).

4.11 Avaliacdo da resposta imunoldgica

4.11.1 Imunizacao

Apés as construcbes e caracterizacbes das vacwiaxg, pVAXgDVaclAA,
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2, elas foram utilizadas snoexperimentos de
imunogenicidade. Para isso camundongos isogénactalthgem BALB/c (fémeas), com 7-8
semanas de idade, provenientes do Biotério de Asilmagénicos da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto—USP, foram utilizados nos ens@gsnunizacdo, segundo 0s principios
éticos adotado pelo COBEA e condicfes estabelepielasnosso grupo, com inoculacdo nos
musculos quadriceps (direito e esquerdo) em regianal de 4 doses de 100ug de
DNA/dose, obedecendo um intervalo de 2 semanas eatia dose e avaliacdo dos resultados
30 dias apoOs a ultima dose. Os grupos utilizadasendrabalho foram: (n = 6 a 14

animais/grupo)
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a. pVAXgD (plasmideo pVAX + gene da glicoproteina ®SV-1);
b. pVAXgDVaclAA (plasmideo pVAX + a gD e 0s 5 epitgpia Hsp65);
c. pVYAXgDVaclPA (plasmideo pVAX + a gD sem sua porc&otral e os 5 epitopos da
Hsp65);
d. pVAXgDVac?2 (plasmideo pVAX+ a gD e o0s 5 epitopas-Hsp65 em duplicata);
e.pVAX (plasmideo pVAX-Invitrogen);
f. pVAXHsp65 (plasmideo pVAX + gene da Hsp65 completo)
g. Salina.
Os animais durante todo protocolo experimentalnfioraantidos em isoladores de
animais, com temperatura, umidade, fluxo de acke de luz claro/escuro controlados, com

livre acesso a agua e racao.

4.11.2 Avaliacdo da resposta imunologica humoral

A resposta imunoldogica humoral foi avaliada peléedghio de anticorpos IgGl e
IgG2a especificos contra as proteinas Hsp65, Vatdcg, por ELISA, nas amostras de soro
pré-imune (coletados antes das imunizacfes) e swheados 30 dias apos a ultima
imunizacdo através do plexo-retro orbital. Placas98 pocos de poliestireno (Maxisorp
Nunc-Immuno Plates, USA) foram sensibilizadas cdifiul/poco da solucdo de proteina
Hsp65 ou Vacl e Vac2 diluidas em tampédo de ligdg¢donM de NaCO; e 35mM de
NaHCG;, pH 9,6) em uma concentracao final degbnL. As placas foram incubadas a 4°C
por 16 horas e posteriormente lavadas com PBS-bguéadas com 2@Q/poco de uma
solucdo PBS contendo 10% de SBF e 0,05% de TweeAs incubacdo por 1 hora, a
37°C, as placas foram novamente lavadas e adice®d0QL/poco dos soros, diluidos 1:10,
1:100, 1:500 e 1:1000, em solucdo de blogueio. lasag foram incubadas por 2 horas, a
37°C, e apos lavagem das mesmas, foi realizadhagéo por 1 hora, a 37°C, com anticorpo

monoclonal anti-lgG1l (A85-1) ou anti-lgG2a (R19-16pnjugados com biotina (BD
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PharMingen), adicionando-se 31Q0poco do anticorpo diluido 1:1000 em solucédo de
blogueio. Apos procedimento de lavagem, foi adiatan 10QL/poco da solucdo de avidina
biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako), sendo ibada por 30 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram reveladas pela adicadgoatéxido de hidrogénio e OPD
(SigmaFast OPD) e a reacao foi interrompida peigdadde 5QL/poco de acido sulfarico a
16%. A leitura da absorbancia foi realizada em @sp®tometro de placguQuant Bio-Tek

Instruments Inc.) a 490nm.

4.11.3 Avaliacédo da resposta imunologica celular

Trinta dias apos a ultima imunizacdo, os animaianfosacrificados utilizando-se o
anestésico Ketamina, na concentragdo de 100mg/Kgadea corpdrea, por via endovenosa.
O bacgo de cada animal foi retirado assepticameirieudado em 2mL de meio RPMI-1640
incompleto (Sigma-Aldrich) separadamente. Em segual 6rgdo foi macerado entre um
pedaco de organza com o auxilio do embdlo de umiagae o macerado foi centrifugado a
4809, por 5 minutos &@. O sobrenadante foi descartado e o sedimensaltratom 2mL de
tampéao de lise ACK (0,15M de NAEI, 10mM de KHCQ e 0,1mM de EDTA, pH 7,3), por 2
minutos a 4°C para lise das hemécias. A suspepsaorescentado 10mL de PBS sendo, em
seguida, centrifugada a 480g, por 5 minutos°@. 9 sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 1mL de RPMI completd{(RRizompleto acrescido de 10% de
SBF, 1% de estreptomicina/penicilina,u80mL de polimixina-P-4932, Sigma, 1§'mL de
Gentamicina-Gibco e M1 de 2-mercaptoetanol-Sigma) (RPMI-C). As célulasain
contadas em camara de Neubauer (Boeco) e ajugiadasima concentracéo final de 5%10

células/mL em RPMI-C.
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4.11.3.1 Proliferacéo de linfocitos T

Parte da suspenséo celular obtida no item 4.11d@dwibuida em placas de 96 pocos
(5x1Ccélulas/poco) (Corning) e estimuladas vitro com meio, 4g/poco de mitégeno
concanavalina A (ConA) (Sigma) ei@poco das proteinas recombinantes Hsp65, Vacl e
Vac2, em pocos separados e incubadas a 37°C, &0.de

Ap6s 62 horas de cultura foi adicionado 0,5u Ci’t-fimidina/poco sendo as células
incubadas por mais 10 horas. ApOs o periodo debagé@o, as amostras foram coletadas e

analisadas em um contador de cintilacdo beta LS@®&tkman).

4.11.3.2 Producéo de citocinas

Para dosagem de citocinas, parte da suspensdarcehiida no item 4.11.3 foi
distribuida em placas de 24 pocos (5xt8lulas/mL/poco), estimulada vitro com meio
RPMI-C, 4Qug/poco ConA e 2@g/poco das proteinas recombinantes Hsp65, Vaclcg,Va
em pocos separados e incubadas’€ 33% de CQ.

Apos 48 horas de cultura, as placas foram cenaifag a 480g, por 5 minutos e o
sobrenadante coletado e avaliado quanto a prodie#eNy, IL-12, IL-2, IL-5 e IL-10, por
ELISA. Placas de 96 pocos de poliestireno foransibdizadas com 1Q4L da solucdo de
anticorpo monoclonal purificado especifico paraitacma de interesse (BD PharMingen),
diluido em tampéo de ligacdo (MO, a 0,1M, pH 9,0), em uma concentracao final de
lug/mL (para IL-10, Pg/mL). As placas foram incubadas a 4°C por 16 heraapos
sucessivas lavagens com solucdo PBS-T, foram idasbeom 20@AL/poco da solucdo de
blogqueio, constituida de PBS contendo 10% de SBF.gwra, a temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas e as amostras fadanonadas, 1Q./poco juntamente
com a curva padrao da citocina recombinante, dileid tampé&o de bloqueio com 0,05% de

Tween 20, e incubada por 16 horas a 4°C. Apoés &awmadpoi feita incubacao por 1 hora, a
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temperatura ambiente, com anticorpo monoclonalugajo com biotina especifico para a
citocina de interesse (BD PharMingen), adicionaseld-OQL/poco do anticorpo diluido em
tampéao de bloqueio com 0,05% de Tween 20 em umeeotnacao final de Og/mL (para
IL-10, 1ug/mL). ApOs lavagem, adicionou-se @poco de solucdo de avidina biotina
peroxidase StrepAB kitTM sendo incubada por 30 tesa temperatura ambiente. As placas
foram reveladas pela adicdo de perdxido de hidiogérOPD apds novo procedimento de
lavagem. A reacdo foi interrompida pela adicdo @glLfpoco de acido sulfurico 16%. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectiofetro de placa a 490nm. A determinacao
das concentracbes das citocinas foi feita por potagdo dos resultados de absorbéancia

obtidos nas amostras em relacéo aos da curva patilizando-se o programa Instat 3.

Anticorpo Purificado Anticorpo Biotinilado
IFN-y  Clone R4-6A2 XGM1.2
Isotipo Rat IgG1 Rat IgG1
IL-1C  Clone JES5-2A5 SXC-1
Isotipo Rat IgG1 Rat IgM
IL -5 Clone TRFK5 TRFK4
Isotipo Rat 1gG1 Rat 1gG2a
IL-12 Clone 9A5 C17.8
Isotipo Rat IgG2b Rat IgG2a
IL -2 Clone JES6-1A12 JES6-5H4
Isotipo Rat 1gG2a Rat 1gG2b

4.11.3.3 Fendtipo celular

A fim de estudar o perfil das populacbes de linfixciT dos grupos de animais
imunizados, foi realizada a analise dos marcaddeesuperficie celular CD4, CD8, CD44 e
CD62L pela técnica de citometria de fluxo. As catutultivadas (item 4.11.3), apos a retirada
do sobrenadante para dosagem de citocinas, fotaadess com 1mL de PBS, coletadas em
um tubo de 1,5mL e centrifugadas a 12g, por 5 m#atdC. O sobrenadante foi descartado,
o sedimento ressuspendido em 20@e Fc-block (sobrenadane de cultura do clone 244G

PharMingen) (diluido1:1 em RPMI-I ou PBS) e incubg@ar 30 minutos a°€. Em seguida,



82

10QuL da suspensao celular foram distribuidas em doi®s e os anticorpos foram
adicionados (04 de cada anticorpo): uma marcacao foi feita comdPBE (ficoeritrina),
CD44-PECYy (ficoeritrina Cy-chrome) e CD62L-FITCdii®cianato de fluoresceina) e a outra
com CD8-PECy, CD44PE e CD62L-FITC. As células foratubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro, lavadas com 2mlPBI® contendo 2% de SBF e
centrifugadas a 480g, por 5 minutos a 4°C. O sabli@ne foi descartado e, o sedimento
ressuspendido em 200 de PBS contendo 0,1% de formaldeido. As amostoaam
adquiridas em aparelho FACSort (Becton & Dickinsargletando-se 30.000 eventos por
amostra. Um tubo apenas com células e outros caragénais isotipos controles (PE-Rat
IgG2a; PECy-Mouse 1gG2a FITC-Mouse 1gG)) foram utilizados em todos os

experimentos para o ajuste das fluorescéncias.

4.11.4 Analise Estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizamta cut-off ou teste t ndo-pareado
para comparar os dados entre os diferentes gruppsri@entais. Foram considerados

significativos os resultados cujas diferencas aotasam p<0,05.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Construcao da vacina pVAXgD

5.1.1 Clivagem do vetor pRE4

O vetor pRE4, com aproximadamente 4500 pares de(p&$, clivado com a enzima
HindlIl liberou um fragmento de tamanho aproximado @0, indicando a retirada do gene

da gD (1423pb) (Figura 4) que foi purificada papatprior clonagem no vetor pVAX.
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Figura 4: Digestdo do vetor pRE4 com a enzimalindlll. L-marcador de 1Kb (Fermentas), 1-pRE4 né&o
digerido, 2-pRE4 digerido corindlll, retirada do fragmento gD.

5.1.2 Clivagem do vetor pVAX

A linearizacao do vetor pVAX utilizando a enzitdandlll para posterior clonagem da

gD (1423pb) foi visualizada em gel de agarose gHi%ura 5).
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Figura 5: Digestdo do vetor pVAX com a enzimadindlll. L-marcador de 1Kb (Invitrogen), 1-pVAX néo
digerido, 2-pVAX digerido condindlll para linearizacao.

A linearizacéo ¢é identificada pela presenca de Uniea banda no tamanho do vetor,
3000pb, isto é, apds a clivagem as trés confornsaddglasmideo sédo perdidas ficando todas
abertas em um unico fragmento.

O plasmideo foi, em seguida, desfosforilado e wauilo para posterior ligagcdo com a
gD. A desfosforilagédo foi realizada com uriesfatase alcalina para remocédo do fosfato 5
terminal, evitando assim a recircularizacdo do Dd@smidial e facilitando a clonagem com

o0 inserto de interesse (Sambrook, 1989).

5.1.3 Clonagem da gD no vetor pVAX

Duas ligacbes foram realizadas entre o fragment@ gDvetor pVAX, ambas foram
utilizadas na transformacéo de célulagdeoli Top10 competentes.

Os plasmideos de dez colbnias da primeira ligagfie pVAX e gD foram extraidos e
submetidos a reacéo de clivagem utilizando-se asasPvul e Notl. Como a enzim&vul
cliva dentro do gene da gD eNatl no vetor pVAX é possivel verificar além da presenlo
fragmento a direcdo dele no interior desse vetaeficacao da direcdo do fragmento dentro

do plasmideo é importante, pois insertos clivag@enas com uma enzima (no caso apenas
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Hindlll) podem se ligar ao plasmideo nas direcGes taoe invertida. O produto da digestao

foi analisado em gel de agarose a 1% (Figura 6).

N 1 2 3 4 L N 5 67 8 9

Figura 6: Digestdo dos clones pVAXgDDigestdo de 10 clones da primeira ligacdo entr@X¥ gD com as
enzimasPvul e Notl, L-marcador de 1Kb, N-pVAXgD nédo digerido (um ddsnes ndo digerido usado como
controle), 1 a 10-digestado dos clones 1 a 10 dagina ligacdo entre pVAX e gD.

Apenas dois clones, pVAXgD_1 e 8, provavelmente meraecombinantes,
apresentando a gD na direc&o correta, isso dewidoagmento liberado de tamanho entre
1018-1636pb, a clivagem com essas enzimas nosscloogtivos para a gD na direcéo
correta geram um fragmento de 1263pb que foi viatdigestdo acima. No entanto, também
foi produzido um fragmento de aproximadamente 39Gple ndo era esperado, esse
fragmento estava presente em todos os clones poraisreditamos que provavelmente a
enzima Pvul tenha digerido o vetor pVAX em algum sitio néepecifico, pois essa
endonuclease apresenta “star activity” que é astigale sitios ndo especificos em condi¢des
ndo Otimas ocasionadas pela utilizacdo de um tamp&ondo € especifico dela ou pela
propria concentracdo da enziliiolisky, Greenet al, 1975; Woodbury, Hagenbuché¢ al,
1980).

Os plasmideos dos clones pVAXgD_1 e 8 também falayaridos separadamente
com as enzimallindlll, que flanqueia a gD, Apd, que cliva no interior do pVAX e da gD,

para verificar a liberacdo do fragmento da gD dfinoar sua direcdo, respectivamente. As

clivagens foram analisadas em gel de agarose &ibrg 7).
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506pb

Figura 7: Digestéo dos clones pVAXgDDigestdo dos clones pVAXgD_1 e 8 da primeira ligagntre pVAX
e gD com as enzimadindlll e Apa separadamente. L-marcador de 1Kb, N1-pVAXgD_1 d#&merido, 1-
pVAXgD_1 digerido comHindlll, 2-pVAXgD_1 digerido comApa, N2-pVAXgD_8 né&o digerido, 3-
pVAXgD_8 digerido conHindlll, 4-pVAXgD_8 digerido comApdl.

Os clones apresentaram fragmento proximo a 1636gbirglica a presenca da gD
(1423pb) quando clivado comiindlll e fragmento préximo a 506pb, quando clivado com
Apad, tamanho esperado (639pb) para a insercdo despen fragmento gD no vetor pVAX
€ na posicao correta.

Como apenas dois clones foram encontrados na paiigacdo uma nova clonagem
foi realizada e a selecdo de plasmideos recomlemapVAXgD foi feita inicialmente
realizando um PCR de 10 colbnias utilizando-se lgomucleotideos T7, que hibridiza no
vetor pVAX, e FgDApa que anela no interior da gBssh forma, foi possivel verificar a
presenca da gD e sua direcdo no interior do v&groduto da PCR foi analisado em gel de

agarose a 1% (Figura 8).

Figura 8: PCR dos clones pVAXgDPCR de 10 colbnias da segunda ligacdo entre pVAR.d.-marcador de
1Kb, 1 a 10-PCR das colbnias 1 a 10 da segundegdligantre pVAX e gD, N-negativo (controle, utiliga-
todos os reagentes para a amplificacdo exceto Dhldemue € substituido por agua) .
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Quatro clones pVAXgD_1, 5, 6 e 10 apresentaragniiento de amplificacdo muito
fraco podendo assim ndo apresentar a gD ou apadsent direcdo correta (nesse caso
ambos os primers utilizados T7 e FgDApa funcionama sense, na mesmo dire¢do), as
outras col6nias com fragmento entre 506-1018pbpdpfrovavelmente apresentavam a gD
na direcdo invertida (T7 funciona como sense e HgD@&omo antisense).

Os plasmideos dessas quatro colbnias foram exsrgitdamente com outras cinco
novas colbnias da mesma ligacédo e foram submedidhss reacdes de clivagem, uma com
as enzima®vul e Notl (Figura 9A), anteriormente utilizadas na procdearecombinantes da
primeira ligacéo, e a outra com a enzinadlll (Figura 9B) que libera o fragmento da gD
nos clones positivos para essa sequéncia. Se nX p\A tiver ligado a gD o vetor apenas

lineariza. As digestdes foram analisadas em gabdeose a 1% (Figura 9).

A L N1 2 3 456 N7 8
=
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1018ph [REEP il L —

_> . d Fewn
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Figura 9: Digestédo dos clones pVAXgDDigestdo de 9 clones da segunda ligacdo entre p&¥ AR (clones 1,
5, 6 e 10 que possivelmente eram positivos segand@R e cinco clones novos) com as enziAjaBvul e
Notl e com a enzim®) Hindlll L-marcador de 1Kb, N-pVAXgD néo digerido, 1 ad@jestao dos clones 1 a 9
da ligacdo entre pVAX e gD (sendo as canaletas 6, & 9 representadas pelos clones 1, 5, 6 e afosit
anteriormante).
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Apenas o clone pVAXgD_5 apresentou fragmento eb@83-1636pb (1263pb) na
clivagem conPvul e Notl (Figura 9A), tamanho semelhante ao visto nos clpi@sXgD 1
e 8 da primeira ligacdo, e um fragmento proxim®a6pb (Figura 9B) que indica a presenca
da gD (1423pb) quando clivado catmdlll.

Ainda investigando se o clone pVAXgD_5 era recorabia e apresentava a gD na
direcédo correta ele foi submetido a uma reacadidagem com a enzimApa. A digestao

foi analisada em gel de agarose a 1% (Figura 10).

1018pb
—
—

506pb

Figura 10: Digestdo do clone pVAXgD 5 com a enzimApal. L-marcador de 1Kb, N-pVAXgD_5 né&o
digerido e 1-digestdo pVAXgD_5 coapadl.

O clone pVAXgD_5 apresentou fragmento proximo a pgi0@amanho esperado
(639pb) para a insercéo de apenas um fragment@g@tar pVAX e na posicéo correta.

A partir dos resultados obtidos com a analise ddrigdo, os trés plasmideos
recombinantes, pVAXgD_1, 5 e 8, foram analisados gemienciamento utilizando-se os
oligonucleotideos T7, BGH e FgDApaseq para confjdonada sequéncia e o clone

pVAXgD_1 (Figura 11) foi escolhido para posterititizacdo nos ensaias vitro ein vivo.
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A pVAX Hindlll gD ATG

r N [ e ¢
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

1

pYRXgD BAGCTTCATCGCGARCGACARCTACCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTATGEGGEGGECTGCCGCCAGGTTGGEGECCETGATTTT
pYAXgD.1 CAARGCTGCTACGTTAACTCAGCTTCATHGCGAACGACARCTACCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTHTGEGGEGGACTGCCGCCAGGTTGGEGECCGTGATTTT
CONSENSUS  ....esvsssseesssss+aHGCTTCATRGCGARCGACARCTACCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGETATGGGGEGGaCTGCCGCCAGGTTGGEGGCCGTGATTTT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 EﬁiPVu I |2EO
1

1
p¥AXgD GTTTGTCGTCATAGTCGGCCTCCATGGGGTCCGCGGCARRTATGCCTTGECGGATGCCTCTCTCARGCTGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCCGCARAGACCTTCCGGTCCTGGACCAGCTGACCGACCCT

pYAXgD_1l GITTGTCGTCATAGTGGGCCTCCATGEG6TCCGCEGCAARTATGCCTTEGCGGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCGECARRGACCTTCCEETCCTEGACTABE TGACCGACCCT
Consensus  GTTTGTCGTCATAGTcGGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGGCGGATGCCTCTCTCARGATGGLCGACCCCARTCGCTTTCGCcGCARAGACCTTCCGGTCCTGGACCAGCTGACCGACCCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I 1

pY¥AXgD CCGGGEGTCCGGCGCETGTACCACATCCAGGCGGGECC TACCGGACCCETTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGT TTACTACGCCETGT TGEAGCGLGCCTECCGCAGCETGLTCCTARACGCACCGT
pYAXgD_1 CCGGGEGTCCGGCGCETGTACCACATCCAGGCGGGCCTACCGGACCCETTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGT TTACTACGCCETGT TGEAGCGLGCCTECCGCAGCETGCTCCTARACGCACCGT
Consensus CCGGGEGTCCGGCGCGTGTACCACATCCAGGCGGGECCTACCGGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGT TTACTACGCCGTGT TGEAGCGCGCCTRCCGCAGCGTGCTCCTARRCGCACCGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1

pYAXgD CGGAGGCCCCCCAGATTGTCCGCGGGGCCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACAACCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGGAGTACACCGARTG
pVAXgD_1 CGGAGGCCCCCCAGATTGTCCGCGGGGCCTCCGARGACGTCCGGARACAACCCTACARCCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCAACTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGGAGTACACCGARTG
Consensus CGGAGECCCCCCAGATTGTCCGCGGGECCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACARCCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGGAGTACACCGARTG

521 530 54 550 560 570 580 590 (701) 610 620 630 640 E50

I 1

p¥A¥gD CTCCTACAACARGTCTCTGGGGEGCCTGTCCCATCCGAACGCAGCCCCGCTGGARCTACTATGACAGLTTCAGCGCCGTCAGCGAGGATAACCTGGEGTTCCTGATGCACGCCCCCGCGTTTGAGACCECC
pYAXgD_1 CTCCTACARCARGTCTCTGGGEGCCTGTCCCATCCGARCGCAGCCCCECTGGARCTACTATGACAGLTTCAGCGLCGTCAGCGAGGATAACCTGGEGTTCCTGATGCACGCCCCCGCGTTTGAGACCECC
Consensus CTCCTACAACARGTCTCTGGGEGCCTGTCCCATCCGARCGCAGCCCCGCTGGAACTACTATGACAGCTTCAGCGCCGTCAGCGAGGATARCCTGGGGTTCCTGATGCACGCCCCCGCGTTTGAGACCGLL

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| 1

p¥AXgD GGCACGTACCTGCGG-CTCGTGARGATARACGACTGGACGG-AGATTACACAGTTTATCCTGG-AGCACCGAGCCARGGGCTCCTGTARGTAC-GCCCTCCCGETGCGCATCCCCCC6--TCAGCCTREC
pVAXgD_1 GGCACGTACCTGCGGGCTCGTGARGATAA-CGACTGGACGGCAGATTACACAGT TAATACTGGGAGCACCGAGACAAGGGCTC-TETARGTACAGCCATACCGCTGHNCCATCCCCCCHGHARRNACTGGL
Consensus GGCACGTACCTGCGG,CTCGTGARGATAA,CGACTGGACGG .AGATTACACAGTTaATaCTGG., AGCACCGAGACARGGGCTC  TGTAAGTAC . GCCaTaCCGCTGNeCATCCCCCC, , aafnalTGeC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

1 1

pYAXgD TGTCCCCCCABGCC-TACCAGCAGGGEGTGACGGTGGACAGCATCEGEATGCTGCCCCGCTTCATCCCCGAGARCCAGCGCACCGTCGCCGTATACAGCTTGARGATCGCCGGGTGGCACGGECCCARGG
pYAXgD_1 ATTCACCACANGACHTACACARCAGGGTTGACAGTGGACAC

Consensus  agTCalCaCAnGaC.TACaaaaaalihgTEACAGTOEACHC ., saessasssssssssnssestsssstsssosssssssssssssssstssssstosssssssssassnssssssssstsssssssssss

B

781 790 800 810 820 830 840 850 860 B?lApal 880 830 900 910

| I

pVAXgD GGTGACGGTGGACAGCATCGGEATGCTGCCCCGCTTCATCCCCG-AGAACCAGCGCACCGTCGCCGTATACAGCTTGAAGATCGCCGGETGECACGGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGED
pYRXgD_1 ARRARRCTGGGATGC TGCCE-GCTTCATCCCCGCAGARRCANTGCAC-GTCGCCGTATACAGCT TGARGATCGCCGGETGECACGGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGEE

Consensus  ...........AafaaficcGGEATGCTGECC . GCTTCATCCCCG . AGARACANCGCAC .GTCGCCGTATACAGC TTGARGATCGCCGGETGECACGGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGED
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1

1
pYAXgD CCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCCGGARGCCCCCGAGGATTCGRCCCTCTTGGAGGACCCCGTGEGGACGGTGGCGCCGCARATCCCACCARACTGGCACATACCG
pYAXgD_1 CCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCCGEARGACCCCGAGGATTCGECCCTCTTGGAGEACCCCGTGGGGACGGTGGCGCCGCARATCCCACCARRCTGGCACATCCCG
Consensus CCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGARCTCGCCCCGGARGACCCCGAGGATTCGECCCTCTTGGAGGACCCCGTREGGACGGTGGCGCCGCARATCCCACCARRCTGGCACATACCG

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

I I

p¥AXgD TCGATCCAGGACGCCGCGACGCCTTACCATCCCCCGGCCACCCCGARCARCATGGGCCTGATCGCCGGCGCGETGGGCGGCAGTCTCCTGGCAGCCCTGGTCATTTGCGGAATTGTGTACTGGATGCGCC
pYAxgD_1 TCGATCCAGGACGCCGCGACGCCTTACCATCCCCCGGC-ACCCCGARCARCATGGGCCTGATCGCCGECGCGETGEGCGECAGTCTCCTGGCAGACCTGGTCATTTGCGGARTTGTETACTGGATGCACC
Consensus TEEHTEEHEEHEEEEEEEHEEEETTHEEHT[ZE[ZE[ZEEE.HEEEEEHHEHHEHTEEEE[ZTEHT[ZE[Z[:EEEEEEETEEEE@?STBTECE?)E[HIEI;?EETE[iT[ZHTTTEEEEHHTTETETHETEEHTEEaEE

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| I

pVAXgD GCCGCACTCARARAGCCCCARRGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGARGACGACCAGCCGTCCTCGCACCAGCCCCTGTTTTACTAGATACCCCCCCTTARTGEGTGEGG-GGGEGTCA-GGTCTGLG
pYAXgD_1 GACGCACTCGGARAGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGARGACGACCAGCCGTCCTCGCACCAGCCCTTRTTTHACTAGATACCCCCCCTTARTGEGTGCGGTGGGEGTCACGETCTGLG
Consensus GaCGCACTCaaAARGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGAAGACGACCAGCCGTCCTCGCACCAGCCCCTGTTTNACTAGATACCCCCCCTTARTGGGTGCGE . GEGGGTCALGGTCTGLG

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

pYAXgD GGGTTGGGATGGGACACTTARCTCCATATARA=GCGAGTCT-GGAAGEGGGEARAGGCEGACAGTCGATAAG=TCGGTAGCGGGEGACGCGCACACTGTTCCGCCTGTCGCACCCACAGCTTTTTCGGCA
pYAxgD_1 GGGTTGGGATGGEAC-CTTARCTCCATATARATGCGAGTCTTGGARGGGEGGARAGECGGACAGHCGATARGNTCGGTAGCGGGGGACGCGCACCTGTTCCCGCCTGTCRCACCCACAGCTTTTTCGECC
Consensus GGGTTGGGATGGGAC.CTTARCTCCATATARA.GCGAGTCT .GGAAGGGGGGAARGGCGGACAGNCGATAAG. TCGGTAGCEGGEGACGCGCACacgg TcCCGLCTGTCGCACCCACAGCTTTTTCGGL A

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I I

pYAXegD A--GCTT
pYAxgD_1 ACAGCTTTGGEGTACCCECAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGARTTCTGCAGGATATCCARGCCACARGTGGCGEACHGTCCGAGTACTAGAGNGGCCCGTTTARARCCGHTGATCAGCTCGART

Consensus A,, Leerereresrererersr - ettt et ettt ety

N——_—
pV AX ........

Figura 11: Alinhamento do gene da gD com o clone AXgD_1. A) gD alinhada com o clone pVAXgD_1
sequlienciado com o primer T7, em destaque o sitendianaHindlll utilizada na retirada do fragmento, o inicio
do gene da gD, o primeiro c6don a ser traduzidgmteina (ATG) e o sitio da enzirRwul. B) gD alinhada
com o clone pVAXgD_1 seqiienciado com o primer FgBggm, em destaque o sitio da enzipal, o cédon
de terminacdo da traducdo da proteina gD (TAG)fimad do gene da gD. (multalin-http://bioinfo.germbe-
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).

A partir do seqienciamento foi possivel visualipamicio (Figura 11A) e o fim
(Figura 11B) do gene da proteina gD, confirmandwesenca de um Unico fragmento na

direcao correta no interior do vetor pVAX.
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5.2 Construcao e amplificacdo do molde Vacl

As sequéncias dos epitopos da proteina Hsp65 (FMudtandinet al, 1999; Charo,
Geluk et al, 2001) (Tabela 1) estdo distribuidas dentro dai&szia do gendisp65em
diferentes sitios. Como n&o tinhamos um molde d& para ser usado na amplificacdo da
sequéncia Vacl (5 epitopos da proteina Hsp65)pdoessario primeiro a construcdo desse
molde (Tabela 2) (Figura 12) por meio de uma senggsica utilizando a PCR.

Para essa construcao foram sintetizados primersajuessem toda a sequéncia Vacl
com codons frequentemente encontrados em mamiferasyez que ela seria utilizada para
gerar proteina em células de mamiferos. Em seguidiljzando-se o0 site

http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon?sgecies modificou-se repeticbes de

nucleotideos desses primers que pudessem atrapakiatese desse molde (as repeti¢cdes
podem favorecer insercdes de bases pontualmeriteraala amplificacéo) (Griffiths, 1999).
Essas mudangas consistiram nas substituicbes @s bas codons repetidos (aminoacidos
repetidos) na seqiiéncia da proteina de forma quia @iodificassem o mesmo aminoacido e
tivessem uma alta frequéncia em mamiferos (exengdémina € codificada pelos cédons
GCU, GCC, GCA e GCG, foram escolhidos os trés proseque sdo mais freqientes em
mamiferos e utilizados alternadamente na sequdacia para ndo haver muita repeticao).
ApoOs a obtencao dos primers, realizou-se a PCRqmarstrucdo do molde Vacl e o

produto de amplificacéo foi analisado em gel de@sga 2% (Figura 12).



91

200pb
— >

Figura 12: Construcdo do molde VaclMolde Vacl formado pela seqiiéncia dos cinco epgafp gene da
proteina Hsp65, usado na construcdo das vacind3Nde utilizadas nesse projeto. L-marcador de 100pb
(Invitrogen), 1 a 4-produtos da construcdo do molddizando TMs diferentes, 50°-54,2°-61°-65°C,
respectivamente.

A sintese génica revelou um fragmento de aproximadse 200pb (208pb) dificil de
ser documentado, mas foi esse molde (numero 2jjizadb na amplificagdo da Vacl para
clonagem no vetor pGEM-T. A reacao de amplificagéb realizada apenas com o0s
oligonucleotideos F1Apa(curto) e R2Apa(curto) qieitiizam no inicio e fim do fragmento.
O produto de amplificacdo denominado VaclAA (aprese sitio da enzimApd nas duas

extremidades 5’ e 3’) foi analisado em gel de agme2% (Figura 13).

200pb
—

Figura 13: Amplificacdo do molde VaclMolde Vacl denominado VaclAA (apresenta o siti@mamaApa
nas duas extremidades 5’ e 3’). L-marcador de 10Dpacl amplificada.

A amplificacdo gerou um fragmento de aproximadamet@Opb (207pb) que foi

purificado e clonado no vetor pGEM-T.
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5.3 Clonagem do fragmento VaclAA no vetor pGEM-T

O fragmento VaclAA amplificado apos purificagdo dwnado no plasmideo pGEM-
T. A ligacdo entre pGEM e VaclAA foi utilizada pdaransformar células de. coli Top10.
Os plasmideos de dez colbnias brancas da ligacd@®Mp@clAA foram extraidos e
submetidos a reacdo de clivagem com a enZpsh e a digestdo foi analisada em gel de

agarose a 2% (Figura 14).

L NI 1 N2 2 N3 3 N4 4 L N N6 6 N7 7 N8

W e

L N9 9 N1010

200pb
—

Figura 14: Digestdo dos clones pGEMVaclAMigestdo dos clones pPGEMVaclAA 1-10 com a enZkpd.
L-marcador de 100pb, N1 ao N10-pGEMVaclAA 1 ao &0 digerido, 1 ao 10-pGEMVaclAA 1 ao 10
digerido com a enzimapal.

A reacéo de clivagem revelou que todos os clonessaptavam o fragmento VaclAA
pela presenca de um fragmento de aproximadamer@ipb2(®02pb). Seis clones foram
sequenciados utilizando-se o oligonucleotideo Tra manfirmar a presenga do fragmento
VaclAA e sua sequéncia e um dos clones, pGEMVacBA/igura 15), apresentou
sequéncia correta e foi selecionado para ser adiizcomo molde nas constru¢cdes dos

fragmentos VaclAA, VaclPA e Vac2.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 |

Yacl AGGGCCCCTGGARGACCCCTACGAGARGAT CGGAGCCGAGCTGGTGARGGARGAGCAGAT TGCTGCCACCGCAGCCATCTCTG
pGEH-Yacl_3 AATGGCGACGTGCATGCTCCHGCGCCTTGGCGGCGCGGGARTCGATTAGGGCCCCTGGARGACCCCTACGAGAAGATCGGAGCCGAGCTGGTGARGEARGAGCAGAT TGCTGCCACCGCAGCCATCTCTG
CONSENSUS  tiviiasssssssosssssssssssssssssssssssssssssssss AGGGCCCCTGGARGACCCCTACGAGARGAT CGGAGCCGAGCTGGTGARGGARGAGCAGAT TGCTGCCACCGCAGCCATCTCTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I

¥Yacl CCGGAGACCARTCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARAL TGGCAGGCGGAGTGGC TETGATCGCCCTGETGARGGARGGACT TCGCARCGTEEGGCCCAT
pGEH-¥acl_3 CCGGAGACCARTCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARAC TGGCAGGCEEAGTGGLTGTGATCGCCCTGGTGARGEAAGGACTTCGCARCGTGGGGCCCATAARTCAC

Consensus CCGGAGACCAATCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARAC TGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCGCCCTGGTGARGEARGGACT TCGCAACGTGGGGCCCAT, , , ...
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1

Yacl
pGEH-Yac1_3 TAGTGAATTCGECGGCCGCCTGCAGGTCEACCATATGGGAGAGCTCCCARCGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCAGTAATCATGGTCATAGCTGTATTCCTGT
CONSENSUS  suseeeseersesesssscreesssssssoeesersesessssetsesesstssteestsstsssessetstsssstsstsesesstssteeserstssssesststresttsstsssenstsstacsss
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1

Yacl
pGEH-Yacl_3 GTGAARTTGTAATCCGACTCACAATTCCACARARCATACGAGACCGGACGCATARAGTGTARAAGCACTGGEGTGCCTARTGCAGTGAGC TAARCCTCACATTARCATARTGCGTTGCAGCATACCARATG
CONSENSUS 4 usassserrennssassrresssssssesesersssesssssrsesontsstteestrststesestrsttssttsttsesssttstteesststttssesttstrssttsttssesnstrstssses
521 530 540 550 560 570 580 530 [=101] 610 620 630 640 650
1 1

Yacl
pGEH-Yac1_3 CAACAGCCTATTCACACGHTCCGGCGARACACACHTGTACGTHGACCAAGATAGACATTCAANTGGARAATCGNGCACARCGCGACGGEAGNGGARNARAAGGACAGAATAGGACAGGATARATTGGGGH
DOMEENSUS  tuceiaiaitineatetetenentsesessiasosssoesesosssosossssssnsossssssssnssssssesestsssososststsnsossssssnssssssssssastssssssssssssnanns

Figura 15:Alinhamento da VaclAA com o clone pGEMVatAA_3. Clone pGEMVaclAA seqlienciado com
o primer T7.

5.4 Construcdo da vacina pVAXgDVaclAA

5.4.1 Obtencéo do fragmento VaclAA

O clone pGEMVaclAA_3 foi utilizado na reacdo devatjem com a enzimApa
para retirada do fragmento VaclAA para posterionagem no vetor pRE4 clivado com a

mesma enzima. A digestao foi analisada em gel deag a 1% (Figura 16).

L N 1 L

Figura 16: Digestdo do clone pGEMVaclAA_3 com a ema Apal. L-Marcador de 100pb, N-
pGEMVaclAA_3 néo digerido, 1-pGEMVaclAA_3 digeridomApd e L’-Marcador de 1Kb.

O clone pGEMVaclAA 3 liberou o fragmento VaclAA 8p®) que foi purificado e

clonado no vetor pRE4.
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5.4.2 Construcao do fragmento gDVaclAA

5.4.2.1 Clivagem do vetor pRE4
O vetor pRE4 foi digerido com a enzidga que lineariza esse plasmideo para
posterior clonagem do fragmento VaclAA. A digedtiiaanalisada em gel de agarose a 1%

(Figura 17).

5000pb
4000pb

Figura 17: Digestdo do vetor pRE4 com a enzim&pal. L-marcador de 1Kb (Fermentas), 1-pRE4 né&o
digerido, 2-pRE4 digerido cowpad, linearizacéo do vetor.

O vetor foi linearizado, como visto pela banda arde tamanho entre 4000-5000pb
(PRE4-4500pb) pela clivagem com a enzifipal que digere no interior da gD presente nesse
plasmideo, em seguida, foi desfosforilado e padfapara clonagem do fragmento VaclAA

dentro da sequéncia do gene da gD.

5.4.2.2 Construcao do vetor pRE4VaclAA

O fragmento VaclAA clivado com a enzirAgd foi clonado no vetor pRE4 clivado
com a mesma enzima e a ligacao foi utilizada msteamacéo de células &e coli Top10.

Plasmideos de quatro colbénias da ligacdo entre pRFAc1AA foram extraidos e
submetidos a digestdo com a enzifspal para verificacdo da presenca do inserto VaclAA. A

reacao de clivagem foi analisada em gel de agard%é (Figura 18).
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L N1 1 M 2 N3 3 L N4 ¢

200pb

Figura 18: Digestdo dos clones pRE4VaclAMigestdo dos clones pRE4VaclAA 1 a 4 com a endipah
'I&—prr;z?rcador de 100pb, N1 ao N4-pRE4VaclAA 1 a 4 diferido, 1 ao 4-pRE4VaclAA 1 a 4 digerido com

Os quatro clones apresentaram o fragmento VaclAicazlo no gel pela banda de
tamanho préximo a 200pb (202pb). No entanto, esggriento por ser clivado apenas com
uma enzimaApad) poderia se inserir na direcao correta ou indarg poderia entrar mais de
um fragmento no interior da gD, por isso além dacde de clivagem foi realizada duas
PCRs.

Em uma das reacdes utilizou-se os oligonucleotislg®Apa e R2Apa(curto) no qual
o primer FgDApa hibridiza dentro da gD proximositio Apa e R2Apa(curto) no final do
inserto ocorrendo amplificagdo apenas se o ingstiver na posicado correta (Figura 19A),
pois se estiver invertido os dois oligonucleotideos fomam na mesma direcdo. A segunda
reacdo foi realizada com os oligonucleotideos FgDARgDApa ambos anelam dentro da
gD préximo ao sitidApd, um sendo sense e 0 outro antisense, respectiventessa forma,
€ possivel verificar a quantidade de fragmentoslXAcque se ligaram no interior da gD

(Figura 19B). As PCRs foram analisadas em gel deoag a 2%.
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A B
300pb 300pb
—
—
200pb

Figura 19: PCR dos clones pREaVaclAAPCR dos clones pRE4VaclAA 1 a 4 com os oligonticleosA)
FgDApa e R2Apa(curto) eB) FgDApa e RgDApa. L-marcador de 100pb, 1 ao 4-PGR dlones
pRE4VaclAA 1 a4, N-negativo.

Apenas o clone pRE4VaclAA 2 apresentou bandas gdifi@acao entre 200 e
300pb (262pb) (Figura 19A) e proxima a 300pb (324ffhgura 19B) indicando que o

fragmento VaclAA entrou na dire¢ao correta e apamasiserto, respectivamente.

5.4.2.3 Obtencé&o do fragmento gDVaclAA
O clone pRE4VaclAA 2 foi utilizado para retirada flagmento gDVaclAA pela
clivagem com a enzimidindlll que flanqueia o gene da gD. A clivagem foi anahsawh gel

de agarose a 1% (Figura 20).

Figura 20: Clivagem do clone pRE4VaclAA 2 com a eima Hindlll. L-marcador de 1Kb, N-
pRE4VaclAA 2 ndo digerido e 1-pRE4VaclAA 2-digeriaon a enzimadindlll.

O fragmento gDVaclAA liberado do clone pVAXgDVaclA2Z apresentou tamanho

proximo a 1636pb (1621pb), foi purificado e usadalwnagem com o vetor pVAX.
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5.4.3 Clonagem do fragmento gDVaclAA no vetor pVAX

O fragmento gDVaclAA foi clonado no plasmideo pVAKvado também com a
enzima Hindlll (item 5.1.2) por meio de uma reagcdo de ligagie foi utilizada na
transformacdo de células dé. coli Topl0. A selecdo do plasmideo recombinante
pVAXgDVaclAA foi feita inicialmente por duas PCRs 8 grupos contendo 5 coldnias cada.
A primeira reacgdo foi realizada com os oligonudhbexts T7 e RgDApa (Figura 21A), que
indica a direcdo do fragmento gDVaclAA no intedor pVAX, pois o primer T7 hibridiza
no pVAX e o RgDApa dentro da gD préximo ao shiod, se o fragmento estiver na posi¢do
correta ocorre a amplificacdo; a segunda reacameédizada com os oligonucleotideos T7 e
BGH (Figura 21B) ambos anelam no pVAX, um sendossee 0O outro antisense,
respectivamente, dessa forma, € possivel verificquantidade de fragmentos gDVaclAA

gue se ligaram no interior do vetor. As PCRs foeanalisadas em gel de agarose a 1%.

A

| —

1636pb

L

1018pb

Figura 21: PCR de colbénia da ligacdo entre pVAX e@VaclAA. PCR de 5 grupos de coldnias da ligacao
entre pVAX e gDVacl1AA com os oligonucleotide®dsT7 e RgDApa @) T7 e BGH. L-marcador de 1Kb, 1 ao
5-PCR dos 5 grupos, N-negativo.

Os 5 grupos de colonias apresentaram o fragmeniagDAA na direcdo correta
demonstrada no gel pelo fragmento de tamanho &0t8-1636pb (1188pb) (Figura 21A),
no entanto, apenas os grupos 1 e 2 apresentansaperiaserto gDVaclAA representado no
gel pelo fragmento de tamanho entre 1636-2036pB8(y) (Figura 21B). A partir dos
resultados acima, foi realizada nova PCR dos grape2, que apresentaram fragmentos de

amplificacdo do tamanho esperado.
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A reacdo foi realizada com os oligonucleotideos RPApa(curto) e F1Apa
(curto)/BGH (Figura 22) que identificam a presedgafragmento VaclAA e sua direcao,
pois os oligonucleotideos T7 e BGH anelam no pVAuanto os primers R2Apa(curto) e
F1Apa(curto) hibridizam no final e inicio do fragnte VaclAA, respectivamente.

Novamente os resultados foram analisados em gaja®se a 1%.

Figura 22: PCR de colbénia da ligacdo entre pVAX e gDVaclAAPCR dos grupos 1 e 2 de colbnias da
ligacdo entre pVAX e gDVaclAA com os oligonucleetdd T7 e R2Apa(curto), canaletas 1-grupo 1, 2-geupo
e N-negativo; oligonucleotideos F1Apa(curto) e B@ahaletas 4-grupo 1, 5-grupo 2 e N’-negativo; Lraador

de 1Kb.

Ambos os grupos 1 e 2 indicaram a presenca da \AcieAdirecao correta devido
aos fragmentos de tamanho entre 1018-1636pb (1)38pla os oligonucleotideos T7 e
R2Apa(curto) e entre 506-1018pb (876pb) para F1Apag) e BGH.

A partir desses resultados, foi feito uma nova P& os plasmideos das dez
colénias dos grupos 1 e 2. Para cada plasmideedbzado trés PCRs, uma utilizando os
oligonucleotideos T7 e BGH (Figura 23A), outra cdme RgDApa (Figura 23B) e a Ultima
com T7 e R2Apa(curto) (Figura 23C). O produto da&® foi analisado em gel de agarose a

1%.
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1636pb
—

—>
1018pb

1018pb

Figura 23: PCR dos clones pVAXgDVaclAAPCR dos 10 clones extraidos dos grupos 1 e 2 deiaslda
ligacdo entre pVAX e gDVaclAA com os oligonucleetd A) T7 e BGH,B) T7 e RgDApa €C) T7 e
R2Apa(curto). L-marcador de 1Kb, 1 a 10-clones p\g@¥aclAA_1 ao 10 e N-negativo.

Os clones pVAXgDVaclAA_ 1 a 9 apresentaram fragmetdoamplificacdo entre
1636-2036pb (1798pb) com os oligonucleotideos TBGH (Figura 23A), indicando a
entrada de apenas um inserto gDVaclAA; os clonesXgVaclAA 2, 3,4,7,8,9¢e 10
apresentaram fragmento de amplificacdo entre 16388b (1188pb) com os primers T7 e
RgDApa (Figura 23B), indicando a entrada do fragmera direcdo correta e esses mesmos
clones também apresentaram fragmento de amplibgagiimo a 1018pb (1126pb) com T7
e R2Apa(curto) (figura 23C), indicando a presergd/dc1AA na direcdo correta no interior

da gD.
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Além das PCRs, os plasmideos extraidos das demiasldos grupos 1 e 2 também
foram submetidos a reacéo de clivagem com as es#mdl e Notl (Figura 24). A digestao

foi analisada em gel de agarose a 1%.

Figura 24: Clivagem dos clones pVAXgDVaclAAClivagem dos clones pVAXgDVaclAA 1 a 10 com as

enzimasPvul e Notl. L-marcador de 1Kb, N-ndo digerido, 1 a 10-clop®XgDVaclAA 1 ao 10 digeridos
comPvul e Not.

Os clones pVAXgDVaclAA 2, 3,4, 7, 8,9 e 10 apnéseam fragmento de tamanho
proximo a 1636pb (1461pb) apds a clivagem dewnil e Notl indicando a presenca do
fragmento gDVaclAA na direcdo correta no interiorp AX. Uma banda proxima a 396pb
esta presente em todos os clones, assim como ocpam@ 0s clones pVAXgD, o que
confirma que a enzim@vul deve digerir em algum sitio ndo especifico nefiior do vetor
PVAX.

A partir dos resultados obtidos com as PCRs e ksarde restricdo, dois plasmideos
recombinantes, pVAXgDVaclAA_3 e 7, foram analisagos sequenciamento utilizando-se
os oligonucleotideos T7, BGH e FgDApaseq para ooaffdo da seqiéncia e o clone
pVAXgDVaclAA_7 (Figuras 25) foi selecionado pardlizdicdo nos ensaiom vitro e in

Vivo.
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A PVAX Hindlll g ATG

p P |
1 10 20 30 40 oy 60 n 80 90 100 110 120 130
1 I
gDVaclAA JAAGCTTCATCGCGARCGACARCTACCC-GATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCLGGTAIGGGGEGGECTGCCGCCAGGTTGEGEGCCGTGAT
pYAXgDYaclAA_7 CANAGCTGCTAGCGTTARCTCARGCTTCTTAGCGAACGACAACTACCCCGATCATCAGTTATCCTTARGRTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTATGGEGEGGACTGCCGCCAGGT TGGGEGCCGTGAT
CONSENSUS  sv.evessssssssssssssARGCTTCATaBCGARCGACARCTACCC GATCATCAGTTATCCTTARGETCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTATGHEGEGGACTGCCGCCAGGTTGGGEGCCGTGAT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 25'.'PVU I hBl]
1 1
gDVaclAA TTTGTTTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGGCGGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCGGCARAGACCTTCCGETCCTRGACCAGCTGACCGAC
pPYAXgDVaclAA_7 TTTGTTTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGGCEGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCEGCARAGACCTTCCGETCCTEGACCAGL TGACCGAC
Consensus  TTTGTTTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGGCEGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCEGCARAGACCTTCCGETCCTEGACCAGC TGACCGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |

glVaclAA CCTCCGGGGETCCGECGCGTGTACCACATCCAGGCGGGCCTACCGGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGTTTACTACGCCGTGTTGGAGCGCGCCTGCCECAGCETGCTCCTARRCGCAC
pPYAXgDVaclAA_7 CCTCCGGGGETCCGECGCGTGTACCACATCCAGGCGGGCCTACCEGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGTTTACTACGCCGTGTTGGAGCGCGCCTGCCECAGCETGCTCCTARACGCAC
Consensus CCTCCGGGGETCCGECGCGTGTACCACATCCAGGCGGGCCTACCEGACCCGTTCCAGCCCCCCABCCTCCCGATCACGGTTTACTACGCCGTGTTGGAGCGCGCCTGCCECAGCETGCTCCTARACGCAC

391 a0 4a10 q20 430 440 450 460 a7o 480 490 500 510 520

1 |

glVaclAA CGTCEGAGGCCCCCCAGATTGTCCECGGGECCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACARCCTGACCATCGCTTGGT TTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGEAGTACACCGA
pYAXgDVaclAA_7 CGTCEGAGGCCCCCCAGATTGTCCECGGGECCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACARCCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGEAGTACACCGA
Consensus CGTCEGAGGCCCCCCAGATTGTCCECGGGECCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACARCCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGEAGTACACCGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 |

gD0¥aclAA ATGCTCCTACARCARGTCTCTGGGEGCCTGTCCCATCCGARCGCAGCCCCGE TGGARCTACTATGACAGC TTCAGCGCCETCAGCGAGGATARCC TGG-GGTTCCTGATGCACGCCCCCECGTTTGAGAC
pVAXgDVaclAA_7 ATGCTCCTACARCARGTCTCTGGGEGCCTGTCCCATCCGAACGCAGCCCCGCTGEARCTACTATGACAGCTTCAGCGCCETCAGCGAGGATARCCTGGTEGTTCCTGATGCACGCCCCCRLGTTTGAGAC
Consensus ATGCTCCTACARCARGTCTCTGGGEGCCTETCCCATCCGARCGCAGCCCCGCTGEARCTACTATGACAGCTTCAGCGCCETCAGCGAGGATAACCTGG .BGTTCCTGATECACGCCCCCRLGTTTGAGAC

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1 1

gDVaclAA CGCCGGCACGTACCTGCGGCTCGTG-ARGATARA-CGACTGGACGGA-GATTACACAGTTTATCCTGGAGC-ACCGAGCCARGGECTCCTGTARGTAC-~GCCCTCCCGETGCGCATC-CCCCCRTCAGE
pVHXgI]VaclHH 7 CGCCGGCACGTACCTGCGGCTCGTGGARGATARAACGACTGGACGGACGATTACACAGT TATCCTGEGAGCCACCGAGC-ARGGGCTCTTGTAARNTARCAGCCCTCCCGTGEGACATATCCCCCE

Consensus CGCCGGCACGTACCTGCGGCTCGTG . ARGATAAA,.CGACTGGACGGA, GATTACACAGTTaacCcgGGAGE  ACCGAGE .ARGGECTCcTGTAANTAA, .GCCCTCCCGegGealATa, COCCCE, .. ..

VaclAA

[
781 790 200 810 820 230 840 850 260 870Apa|980 890 U

B

I
glVaclAR GGTGACGGTGGACAGCATCGEGATGCTGCCCCGECTTCATCCCCGAGARCCAGCGCACCG-TCGCCGTATACAGCTTGARGATCGCCGEGTGGCACGEGCCCCTGGARGACCCCTACGAGARGATCGGAGC

pYAXgDVaclAA_7 ARCTGGATG-TGCC--GCTTCATCCCCCAGARCATTTGCACCGGTCGCCGTATACAGCTTGARGATCGHCGGEG TGGCACGGEGLCCCTGGARGACCCC TACGAGARGATCGGAGL
CONSENSUS ... ..ssss+004+4-AaCgGGATE, TGCC, ,GCTTCATCCCCCAGAACaagcGCACCE, TCGCCGTATACAGCTTGARGATCGRCGEGTGGCACGGGCCCCTGGARGACCCCTACGAGARGATCGGAGC

511 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

gDVaclAR [2EHE[ZTE[iTEHHE[iHH[iHE[ZHEHTT[i[:T[i[ZEH[Z[:[i[:H[i[:EHTET[ZTE[Z[:E[iHEHEEHHT[ITTEEHEHHEE[ZTE[ZHT[Z[ZHTTE[Z[ZE[i[:[2T[ZTT[Z[:TEH[Z[ZH[ZHEHEHHHETEEEHEEEEEHETEEETETE
pUHXgI]VaclHH 7 CGAGCTGGTGARGGARGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCARTCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARRC TGECAGGCGGAGTGGCTETG
Consensus CGAGCTGGTGARGGARGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCARTCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARRAC TGECAGGCGEGAGTGGCTETG

1041 1050 1060 10Apa| 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| 1

gD¥aclAR ATCGCCCTGGTGARGGARGGACTTCGCARCGTERGRCCCARGECCCCATACACGAGCACCCTGLTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCECCACGCAGCCAGAAC TCGCCCCGGAAGACCCCGAGG
pYAxXgD¥aclAA.? ATCGCCCTGGTGAAGGARGGACTTCGCARCGTGGGGCCCAAGECCCCATACACGAGCACCCTGLTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCCGGARGACCCCGAGG
Consensus ATCGCCCTGGTGARGGARGGACTTCGCAACGTGEGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGCCCCCGEAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCCGGARGACCCCGAGE

1171 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1 1

gDVaclAR ATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCHTGEGGAC-GGTGGCGCCGCARATCCCACCARACTGGCACATACCGTCGATCCAGGAC-GCCGCRACGCCTTACCATCCCCCGRCCACCCCGARCAR-CATGGGCCT
pYAxgD¥aclAA_? ATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCETGEGGACTGGTGECGCCGCARATCCCACCARACTGGCACATCCCGTCGATCCAGGACTGCCGCEACGCCTTACCATCCCCCGECCACCCCGARCARACATGGGCCT
Consensus ATTCGGECCCTCTTGGAGGACCCCGTGGEGAC  GETGECGCCGCAAATCCCACCARACTGGCACATACCGTCGATCCAGEAC , GCCGCGACGCCTTACCATCCCCCGGCCACCCCGARCAA, CATGGGCCT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

glVaclAR GATC-GCCGGCGECGETGGGC-GGCAGTCTCCTGECAGCCCTGRTCATTTGCGGARTT-GTGTACTGGATGCGCCGCCGCACTCA-ARRAGCCCCARR-GCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGAAGACG
pYAXgDVaclAA_? GATCTGCCGGCGCGETGGGCTGGCAGTCTCCTGNCAGCCCTGETCATTTGCGGARTTTGTGTACTGGATECACCGCCGCACTCGEARRAGCCCCARAAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGAAGACG
Consensus  GATC,GCCGGCECGGTGEGC ., GGCAGTCTCCTGNCAGCCCTGGTCATTTGCGGARTT, GTGTACTGEATGLaCCGCCGCACTCa, ARAAGCCCCAAR, GCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGARGACG

1431 1440 1450 Stgg Codgg 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1

glVaclAR ACCAGCCGTCCTC-GCACC-AGCCCTTGTTTTACTZAGATACCCCCCC-—-TTARTGGEGTGCGEGG--GGGTCAG-GTCT-6CGGGGT T6-GGATGEGACACT TA-ACTCCA-TATARR-GCGAGTCTGG
pYAXgDVacl1AA_? ACCAGCCGTCCTCCGCACCCAGCCCTTGTTTTACTTAGATACCCCCCCCTTTARTTGEGTGCGEGGCGGEGTCARCGTCT TGCGEAGT TGCGGATGGEGACACT TACATTCCANTATARRAGCGAGTCTGG
Consensus ACCAGCCGTCCTC,GCACC,AGCCCTTGTTTTACT, AGATACCCCCCL, , , TaHaTGGEGTGCGEGG, . GGGTCAa, GTCT .GCGGaGT TG, GGATGGGACACTTA, AcTCCA, TATARA .GLGAGTCTGG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

gDVaclAR -ARGGGEGGGAARGGLGGACAGTCGATAAGTCGGTAGCGGEGGACGCGCACACTGTTCLGCCTGTCGCACCEA==——m= -CAGCTT==TTTCGGCARAGCTT
pYAXgDV¥aclAA_7 NHCEGEECEﬂHHEGCERCﬂﬂﬁl:CHNRHHCTl:ﬂﬁﬂRCHGNEGGEﬂﬂﬂCCHNCTTGTTCI:CGCTGTﬁﬂl:l:CﬂEHETTTTGCﬂGHTTEEHCﬂCEﬂCﬂEﬂﬂEﬂTl:ﬂl:TNTHNNERHHRNHCHERHHTCHRHHCC
Ci CAnacTGTTCCecCTGTcaCaCaCA. . ... JLAGATT, cacalhaCAaflalaT.vesiescsssessssssssssssnsssss

}591 1700 1710 172} ———
gD¥aclAf pVAX

pYAXgDVaclAA_7 ACGANGANCCGCCATATARGGCAGTARCAAN
Consensus ..

Figura 25: Alinhamento do fragmento gDVaclAA com oclone pVAXgDVaclAA 7. A) gDVaclAA
alinhada com o clone pVAXgDVaclAA 7 sequenciado aoprimer T7, em destaque o sitio da enzitnadlll
utilizada na retirada do fragmento, o inicio dog€éa gD, o primeiro cddon a ser traduzido em pnatéATG) e
0 sitio da enzim#@vul. B) gDVaclAA alinhada com o clone pVAXgDVaclAA 7 seqdiedo com o primer
FgDApaseq, em destaque os sitios da enipah a sequéncia da VaclAA, o cddon de terminacatadicao
da proteina gD (TAG) e o final do gene da gD.

A partir do seqienciamento foi possivel visualipamicio (Figura 25A) e o fim

(Figura 25B) do fragmento gDVaclAA, confirmandoragenca de um unico fragmento na
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direcdo correta no interior do vetor pVAX e a pregsede um unico fragmento VaclAA

(Figura 25B) no interior da gD.

5.5 Construcdo da vacina pVAXgDVaclPA

5.5.1 Obtencéo do fragmento VaclPA

Apds o0 sequenciamento dos seis clones pGEMVaclA&ém(i5.3) o clone
pGEMVaclAA _3 foi selecionado para ser utilizado comolde na construgao do fragmento
VaclPA. Esse fragmento foi obtido por uma reacdoadwlificacdo utilizando-se os
oligonucleotideos F1Pvu e R2Apa(curto) (Figura @6 inserem no fragmento os sitios das
enzimasPvul e Apd, respectivamente. O produto da PCR foi analisadayel de agarose a

2%.

Figura 26: Amplificacdo da VaclPA.VaclPA apresenta os sitios das enziRadl no 5 e Apa na
extremidade 3'. L-marcador de 100pb, 1-VaclPA dfioplia.

O fragmento VaclPA (208pb) foi amplificado, purdio e digerido com as enzimas
Pvul e Apa para clonagem no interior da gD presente no vpRE4 clivado com as

mesmas enzimas.
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5.5.2 Construcao do fragmento gDVaclPA

5.5.2.1 Clivagem do vetor pRE4

O vetor pRE4 foi digerido com as enzinfaadl e Apa para clonagem do fragmento

VaclPA. A digestéo foi analisada em gel de agaaids® (Figura 27).

Figura 27: Digestado do vetor pRE4 com as enzimd&wull e Apal. L-marcador de 1Kb (Fermentas), 1-pRE4
ndo digerido, 2-pRE4 digerido cdavull e Apdl, retirada de um fragmento da gD.

O vetor foi clivado com as enzimBsul e Apd retirando um fragmento de 646pb do
interior da gD. O vetor pRE4 sem esse fragmentgi#&oi purificado para clonagem com o

fragmento VaclPA.

5.2.2 Construcao do vetor pRE4VaclPA

O fragmento VaclPA e o vetor pRE4 clivados comrasngasPvul e Apa foram
ligados e a mistura da ligacdo foi utilizada nagfarmacdo de células de coli Topl0.
Plasmideos de dez colbnias da ligagédo entre pREREEPA foram extraidos e submetidos a
PCR utilizando-se os oligonucleotideos FgDPvu e [Z&urto), o primeiro primer hibridiza
no interior da gD préximo ao sitio da enzifall e o R2Apa(curto) no final do fragmento

VaclPA. O produto da reagcéao de PCR foi analisadgedrde agarose a 1% (Figura 28).
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220pb

Figura 28: PCR dos clones pRE4VaclPA?CR de 10 clones da ligag&o entre pRE4 e VaclHAalcador de
1Kb, 1 a 10-clones pRE4VaclPA_1 ao 10 e N-negativo.

Os clones pRE4VaclPA 6 e 8 apresentaram fragmentantanho préximo a 220pb
o tamanho esperado para amplificacdo com os oldeotideos utilizados (246pb).
Plasmideos de outras sete col6nias da ligacao @Ri&Ed e VaclPA foram extraidos e
submetidos juntamente com os dois clones posit(p&E4VaclPA 6 e 8) a reacdo de
clivagem utilizando-se as enzimBsul e Apal. A reacao foi analisada em gel de agarose a

1,5% (Figura 29).

Figura 29: Clivagem dos clones pRE4VaclPAClivagem de 9 clones da ligacdo entre pRE4 e VAC1P
incluindo os clones pRE4VaclPA 6 e 8 positivoseag@io de PCR. L-marcador de 1Kb, L’-marcador deld00
(Fermentas), N-plasmideo pRE4Vacl1PA nao digeritl@®-clones pRE4VaclPA 1 ao 9 clivados.

Os clones pRE4VaclPA_4, 6 e 8 apresentaram fragmimttamanho proximo a
220pb condizente com o tamanho da fragmento Vaadd’A96pb apos clivagem, sendo os

clones 6 e 8 ja analisados por PCR e confirmandoesailtado.

5.5.2.3 Obtencéo do fragmento gDVaclPA

Os plasmideos pRE4VaclPA 4, 6 e 8 foram submetidhisas reagdes de clivagem

uma utilizando-se a enzinktindlll e a outra realizada com a enzifpal. A clivagem com a
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enzimaHindlll possibilita a retirada de todo o fragmento gRYBRA, enquanto a enzima
Apd apenas lineariza o vetor o que nos fornece ailplidade de avaliar se o plasmideo é
recombinante pelo tamanho do fragmento gerado.eAgbes foram analisadas em gel de

agarose a 1% (Figura 30).

4072pb

1018pb

Figura 30: Clivagem dos clones pRE4VaclPA 4, 6 el8marcador de 1Kb, N1, N2 e N3-pRE4VaclPA 4, 6
e 8 nao digerido, respectivamente; 1, 3, e 5-pRE4ZNA 4, 6 e 8 digeridos corApd e 2, 4 e 6-
pRE4VaclPA 4, 6 e 8 clivados cd#mdlll.

Os trés clones pRE4VaclPA_4, 6 e 8 apresentargméatos do tamanho préximo a
4072pb (4050pb) quando clivado com a enzidpa e liberaram um fragmento de
aproximadamente 1018pb (973pb) quando digeridosHimiill, 0 que confirma que os trés
eram recombinantes para o fragmento gDVacl1PA.

O fragmento gDVaclPA foi recuperado do clone pREAY& 8 digerido com a

enzimaHindlll, purificado e utilizado na clonagem do vetorAX.

5.5.3 Clonagem do fragmento gDVacl1PA no vetor pVAX

O pVAX foi digerido com a enzimddindlll como demonstrado no item 5.1.2 e
utilizado na construcédo da vacina pVAXgDVaclPA.r@gmento gDVaclPA foi ligado no
plasmideo pVAX e a mistura de ligacdo utilizadatreasformacao de células & coli
ToplO0.

A selecdo do plasmideo recombinante pVAXgDVaclPifdéga inicialmente por

PCR de 5 grupos contendo 5 coldnias cada com gsnoicleotideos T7 e RgDApa (Figura
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31A), que indica a direcdo do fragmento no interdw vetor pVAX, e com o0s
oligonucleotideos T7 e BGH (Figura 31B), que indica quantidade de fragmentos
gDVaclPA gque se ligaram no interior do vetor. Odpto das PCRs foi analisado em gel de

agarose a 1%.

506pb

163¢€pb
—

—>
1018pb

Figura 31: PCR de colbnia da ligacdo entre pVAX e@VaclPA. PCR de 5 grupos de coldnias da ligacao
entre pVAX e gDVaclPA com os oligonucleotidégsT7 e RgDApa 68) T7 e BGH. L-marcador de 1Kb, 1 a
5-PCR dos 5 grupos 6, 7, 8, 9 e 10 e N-negativo.

Os cinco grupos (denominados 6, 7, 8, 9 e 10) aptasam fragmento proximo a
506pb (540pb) com os primers T7 e RgDApa (Figurd)3indicando que o inserto
gDVaclPA entrou na direcdo correta, e fragmenttadenho entre 1018-1636pb (1150pb)
com os oligonucleotideos T7 e BGH (Figura 31B)jdaddo apenas um inserto.

A partir desses resultados foi feito nova PCR dogpas 7, 8, 9 e 10 com o0s
oligonucleotideos T7/R2Apa(curto) e FgDPvu/BGH @ientificam a presenca do fragmento
VaclPA e sua direcdo e do fragmento gDVaclPA e dtexdo, respectivamente. Os

resultados foram analisados em gel de agarose(&itUra 32).
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Figura 32: PCR dos grupos 7, 8, 9 e 10 de colénida ligacao entre pVAX e gDVacl1PAQligonucleotideos
T7/R2Apa(curto), canaletas 1-grupo 7, 2-grupo &ripo 9, 4-grupo 10 e N-negativo; oligonucleotideos
FgDPvu/BGH, canaletas 5-grupo 7, 6-grupo 8, 7-gii®grupo 10 e N’-negativo; L-marcador de 1Kb.

Os quatro grupos (7, 8, 9 e 10) apresentaram fragmgroximo a 506pb (478pb)
com os oligonucleotideos T7 e R2Apa(curto), inditam presenca da VaclPA na direcao
correta e fragmento de tamanho entre 506-1018pfHIcom os primers FgDPvu e BGH,
indicando a presenca do inserto gDVaclPA na diregéeta.

O plasmideo de dez colbnias dos grupos 7 e l10mforantdo, submetidos
separadamente a uma nova PCR utilizando os olitgotideos T7 e BGH (Figura 33A),
outra com T7 e RgDApa (Figura 33B) e a ultima comeTR2Apa(curto) (Figura 33C). As

reacOes de PCR foram analisadas em gel de agait8se a
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506pb

Figura 33: PCR dos clones pVAXgDVaclPAPCR de 10 clones pVAXgDVaclPA com os oligonuchsts
A) T7 e BGH,B) T7 e RgDApa eC) T7 e R2Apa(curto). L-marcador de 1Kb, 1 a 10-PGRR dlones
pVAXgDVaclPA 11 ao 20 e N-negativo.

Os clones pVAXgDVaclPA_11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, e 20 apresentaram
fragmento de amplificacdo proximo a 1018pb (115Qumsh os oligonucleotideos T7 e BGH
(Figura 33A), indicando a entrada de apenas umrtmsgDVaclPA; os clones
pVAXgDVaclPA 11, 12 e 17 apresentaram fragmentaamiplificacdo proximo a 506pb
com os primers T7 e RgDApa (Figura 33B), indicaadentrada do fragmento na direcao
correta (540pb) e os clones 11 e 17 também apezaenfragmento de amplificacdo proximo
a 506pb (478pb) com T7 e R2Apa(curto) (Figura 33@)icando a presenca da VaclAA na

direcdo correta no interior da gD
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Além das PCRs, os plasmideos extraidos das deamiasl8os grupos 7 e 10 também
foram submetidos a reacéo de clivagem com as es#mdl e Notl (Figura 34). A digestéao

foi analisada em gel de agarose a 1%.

506pb
396pb

Figura 34: Clivagem dos clones pVAXgDVaclPAClivagem dos clones pVAXgDVaclPA 11 a 20 com as
enzimas Pvul e Notl. L-marcador de 1Kb, N-pVAXgDVaclPA ndo digeriddl a 10-clones
pVAXgDVaclPA 11 ao 20 digeridos comvull e Notl.

Os clones pVAXgDVaclPA 11 e 17 apresentaram fragmeea tamanho entre 506-
1018pb (813pb) apds a clivagem cdtmul e Notl indicando a presenca do fragmento
gDVac1PA na direcdo correta no interior do pVAXMadmente uma banda préxima a 396pb
esta presente em todos os clones o que confirma guneimaPvul deve estar digerindo em
algum sitio ndo especifico no interior do vetor pV/A

A partir dos resultados obtidos com as PCRs e ksarde restricdo, dois plasmideos
recombinantes, pVAXgDVaclPA 11 e 17, foram anabsgoor seqienciamento utilizando-
se os oligonucleotideos T7, BGH e FgDPvuseq pandirotacdo da sequéncia e o clone
pVAXgDVaclPA 11 (Figura 35) foi selecionado pardizgcdo nos ensaiom vitro e in

Vivo.
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[ i
1 10 20 30 uu al [71] 70 a0 90 100 110 120 130
gD¥aciPR ARGCTTCATCGCGAACGACAACTACCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTATG TGCCGCCAGRTTGRGGECCGTGATTTT

pYAXgDVaclPA_11 AAGCTGGCTACGTTARCTCCAGCT THNTHGCGAACGACAACTACCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTEETECET TCCEETATEGEGG6GACTGCCGCCAGGT TREEEECCGTGATTTT
Consensus  ..iieveveversrsass .aHEETTnaTnEEERREGRERﬂI:TREEEEHTEHTEHETTHTEDTTRREGTETI:TTTTETETEETEEETTEEEETHTEEEGEEEal:TEEEEEEHEETTEEEEEEEETE{I}H‘IC 1 P A

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 24CPVU I h50 -
gD¥aclPA GTTTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGGCGGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCGGCARAGACCTTCCGGTCCTGGACCAGCTGCTGGARGAC
pYAXgDY¥aclPA_11 GITTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGEGGTCCGCGGCARATATGCCTTGECGGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCT TTCGCGGCARAGACCT TCCGGTCCTGGACCAGL TECTGGAAGAC
Consensus GTTTGTCGTCATAGTGGGCCTCCATGRGGTCCGCGGCARATATGCCTTGRCGEATGLCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCRCGGCARAGACC TTCCGGTCCTGEACCAGE TRCTGGAAGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

gD¥aclPA  CCCTAC TCGGAGCCGAGCTGG AGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCARTCCTTGCAGARCECTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARRC

pYAXgl 1PA_11  CCCTAC TCGGAGCCGAGCTGGTGAAGGAAGAGCAGAT TGCTECCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCARTCCTTGCAGRACGCTGCATCCAT TGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARARC
C CCCTAC TCGGAGCCGAGCTRE AGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCAATCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGAAAC

391 400 d10 420 430 440Apah50 460 470 480 430 500 510 520

1 I

gD¥aclPA  TGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCECCCTGGTGAAGGAAGGACTTCGCAACGTGEEGECCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGECTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACT
pYAXgDYaclPA_11 TGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCGCCCTRGTGAAGGAAGGACTTCGCAACGTGEGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACT
Consensus  TGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCGCCL TTCGCAACG Ijhhhl.l.LHHthl.l.l.Hl ACACGAGCACCCTGLCTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGARCT

521 530 540 550 580 530 600 610 620 630 640 650

1 1
gDVaclPA CGCCCCGGAAGACCCCGAGGATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCGTGEEGACGETGGCGCCGCARATCCCACCARACTGGCACATACCETCGATCCAGGACGCCGCGACGCCT TACCATCCCCCGGCCACT
pYAXgDY¥aclPA_11 CGCCCCGGARGACCCCGAGGATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCGTGGEGACGETGGCRCCGCARATCCCACCARACTGGCACATCCCRTCGATCCAGGACGCCGCGACGCCTTACCATCCCCCGGCCACT
Consensus CGCCCCGGAAGACCCCGAGGATTCGECCCTCTTGGAGGACCCCGTGGGEACGETGECGCCGCARATCCCACCAAACTGECACATaCCGTCGATCCAGGACGCCGCGACGCCTTACCATCCCCCGGCCACT

651 660 670 680 630 700 710 720 730 Fdi 750 760 770 780

gD¥aclPA CCGAACAACATGGGCCTGATCGCCGGCGCGETGEGCGECAGTCTCCTGGCAGCCCTEETCATTTGCGG-AAT TGTGTACTEGATGCGECCGECCGCACTCARARAGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCAC
p¥AXgDY¥aclPA_11 CCGAACAACATGGGCCTGATCGCCGGCGCGRTGRGCGGCAGTCTCCTGGCAGCCCTRRTCARTTGCGGGAATTGTGTACTGGATGCACG==-CGGACTCG
Consensus CCGARCAACATGGGCCTGATCGCCGECGCGGTGGGCGGCAGTCTCCTGECAGCCCTGGTCAATTGCGG . ARTTGTGTACTGEATGCACE . .CGCACTCA. v eveeesecsescnassescccancns

B 261 220 280 230 300 310 320 330 340 350 360 320 380 390

| |

guraclPA  CCGAGCTGETGAAGGAAGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCARTCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARA-CTGGCAGGCGGAGTGGLTE
pYAXgDYaclPA_11 GTCCTGACCACAGAGARRAC TGGCAG-CGGAGTGGCTE
CONSENSUS  s.iesiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrssssssssssssssssssrarasssrararssraressssess@ICCTGACCACAGAGARR, CTGGCAG, CGGAGTGGCTE

391 400 410 420 Apah30 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I I

gDVaclPR -TGATCGCCCTGGTGARGGARGGACTTCGCARCGTGRGELCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCC-GGARGACCCT
pYAXgDVaclPA_11 HNTGATCGCCCTGGTGAAGGARGGACTTCGCARCGTGGGGCCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGLTGCCCCCGGAGCTGTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAAC TCGCCCCAGGARGACCCE
Consensus . TGATCGCCCTGGTGARGGARGGACTTCGCARCGTGGEGGECCCARGGCCCCATACACGAGCACCCTGCTGCCCCCGGAGCTRTCCGAGACCCCCARCGCCACGCAGCCAGAACTCGCCCE . GGARGACCCE

VaclPA 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 |

gDVaclPA  GAGGATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCGTGGRGACGGTGGCECCGCARATCCCACCARAC TGECACATACCGTCGATCCAGGACGCC-GCGACGCC-TTACCATCCCCCGGCCACCC-CGARCARCATGE
pYAXgDVaclPA_11 GAGGATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCGTGGGEGACG-TEGCECCGCARATCCCACCARACTGGCACATCCCRTCGATCCAGGACGCCAGCGACGCCGTTACCATCCCCCGGCCACCCACGARCARCATGE
Consensus GAGGATTCGGCCCTCTTGGAGGACCCCGTEGGGACG. TRGCECCGCARATCCCACCARACTGGCACATACCGTCGATCCAGGACGCC . GCGACGLE . TTACCATCCCCCGGCCACCC . CGARCARCATGE

651 1] 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 70 780

1 1

gD¥aclPA  GCCTGATCGCCGGCGCGGTGGGCGGCAGTCTCCTGGCAGCCCTGGTCATTTGCGGAATTGTGTACTGGATGCGCCGCCECACTCARARAGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGEARGACGA
pYAXgDYaclPA_11 GCCTGATCECCGGCGCGGTGG-CGGCAGTCTCCTRGCAGCCCTGGTCATTTGCGGAATTGTGTACTGGATGCACCGCCGCACTCGGARAGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGGAAGACGA
Consensus GCCTGATCGCCGGCGCGGTGE,CGGCAGTCTCCTGGCAGCCCTGGTCATTTGCGGAATTETGTACTEGATGCaCCGCCECACTCaaARAGCCCCARAGCGCATACGCCTCCCCCACATCCGGEARGACGA

-
| 790 BUCStOpB@OdOIBZU 830 840 860 260 870 880 890 900 910
| I
D¥aciPA  CCAGCC-GTC-CTCGCACCAGC-CCTTGTTTTACIAGATACCCCCCC--TTARTGEGTG-COEG6666TCAGGTCTEC6GEGT TGGGATGEGACACTTAACTCCATATARAGCGAGTCTGGARGGEGEGA

kl
pVAXgDVaciPA_11 CCAGCCAGTCACTCGCACCAGCACCTTGTTTTACTAGATACCCCCCACTTTARTGRGTGTCGRGRGGETCAGGTCTGCEGGGT TGEGATGGGAC~CTTARCTCCATATAAARGCGAGTCTGGARGGRGGGA
Consensus CCAGCC.GTC,CTCGCACCAGC, CCTTGTTTTACTAGATACCCCCCa, . TTARTGGGTG, CGGGGGGEGTCAGGTCTGCEGEGTTGEGATGGGAL , CTTARCTCCATATAAAGCGAGTC TGGARGGGGEGA

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
I

I
g0VaclPA  AAGGCGGACAGTCGATAAGTC-GGTAGCGEGGGACGCGCACACTGTTCCGCCTGTCGCACCCACAGCTTTTTCGGCARAGCTT
p¥AXgDY¥aclPA_11 AAGGCGGACAGTCGATARGTCAGGTAGCGGEGEGACGLGCACACTGTTCCGCCTGTCGCACCCACAGETTTTTCGGCAR=GC T TGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGART TCTGCARG
Consensus AAGGCGGACAGTCGATAAGTC .GGTAGCGGGGGACGCGCACACTGTTCCGCCTGTCGCACCCACAGETTTTTCOECAR.GETT. i sssessssssssssssssssssssssassssssnssssssnsss

1041 1050 1080 1070 1080 1090 1096 ———o—
I I
D¥aclPA pVAX e

£
pYAXgDY¥aclPA_11 ATATCCAGCACAGTGCGCCHCHTCGAGTGTAGAGECCCETTAACCCGCTAGACTTG

CONSENSUS  s4seceerssocsrsssessssassssscsssssserssssscrsssescssanes

Figura 35: Alinhamento do fragmento gDVaclPA com oclone pVAXgDVaclPA 11.A) gDVaclPA
alinhada com o clone pVAXgDVaclPA_11 seqilienciadm @ primer T7, em destaque o sitio da enzima
Hindlll utilizada na retirada do fragmento, o inicio dene da gD, o primeiro cédon a ser traduzido estepra
(ATG), o sitio da enzim#@vul, o fragmento VaclPA, o sitio da enzimpa no final desse fragmentd®)
gDVaclPA alinhada com o clone pVAXgDVaclPA 11 segisdo com o primer FgDPvuseq, em destaque o
final do fragmento VaclPA, o sitio da enzifaa, o cédon de terminacdo da traducédo da protein@légi®) e

o final do gene da gD.

A partir do seqienciamento foi possivel visualipamicio (Figura 35A) e o fim
(Figura 35B) do fragmento gDVaclPA, confirmandorespn¢ca de um unico fragmento na
direcdo correta no interior do vetor pVAX e a pregsede um Unico fragmento VaclPA na

direcao correta (Figura 35A) no interior da gD.
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5.6 Construcdo da vacina pVAXgDVac?2

5.6.1 Obtencéo do fragmento Vac2

O clone pGEMVaclAA 3 (item 5.3) foi utilizado commolde na construgcdo do
fragmento Vac2. Inicialmente foi realizada duas;des de amplificacdo, uma utilizando-se
os oligonucleotideos F1Apa(curto) e R2Bam, inserimdd inicio do fragmento o sitio da
enzimaApa e no final o sitio da enzintdanHI, o que gerou o fragmento VaclAB (207pb), e
outra reacdo com os oligonucleotideos R2Apa(cwtblBam, inserindo os sitios de forma
contraria,BanHI no inicio eApa no final gerando o fragmento Vacl1BA (208pb). ©@duto

das amplifica¢des foi analisado em gel de agard$é érigura 36).

Figura 36: Amplificacdo das VaclAB e VaclBAVaclAB e VaclBA apresentam os sitios das enzipase
BanHI. L-marcador de 1Kb, L’-marcador de 100pb, 1 ¥&:1AB e 3 e 4-VaclBA amplificadas.

Em seguida, os fragmentos VaclAB e VaclBA forarerligps com a enzimBanHil,

purificados e ligados. A ligacao foi analisada eshde agarose a 2% (Figura 37).

400pb
396pb p

Figura 37: Ligacdo entre os fragmentos VaclAB e VABA. L-marcador de 1Kb, L'-marcador de 100pb, 1-
ligacéo.
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O fragmento Vac2 de 405pb foi purificado e digericlam a enzimaApa para

clonagem no vetor pREA4.

5.6.2 Construcao do fragmento gDVac2

5.6.2.1 Construcédo do vetor pRE4Vac2

O fragmento Vac2 e o vetor pRE4 clivados com amsadApal (clivagem do vetor
pRE4-item 5.4.2.1) foram ligados e a mistura dagép utilizada na transformacgéo de células
deE. coli Top10.

Quinze colbnias da ligacao entre pRE4 e Vac2 feabmetidas a PCR, utilizando-se
os oligonucleotideos FgDApa e RgDApa (Figura 384)e indicam a quantidade de
fragmento Vac2 no interior da gD, e com os oligdéeotideos FgDApa e R2Apa(curto)
(Figura 38B), que indicam a direcao do fragmentac2/que se ligou na gD. O produto das

PCRs foi analisado em gel de agarose a 1%.

AL12345678L9101112131415N
-
506pb
—
BL12345678L9101112131415P
-

506pb
—

Figura 38: PCR de coldnia da ligacdo entre pRE4 ea¢2.PCR das 15 colbnias da ligacdo entre pRE4 e Vac2
com os oligonucleotideos) FgDApa e RgDApa &) FgDApa e R2Apa(curto). L-marcador de 1Kb, 1 a 15-
PCR das coldnias pRE4Vac2_1 ao 15 e N-negativo.



113

Os clones pRE4Vac2_2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12¢ 13 apresentaram fragmento de
amplificacdo proximo a 506pb (522pb) com os oligdeotideos FgDApa e RgDApa,
indicando a presenca de apenas um inserto Vac2teror da gD e os clones pRE4Vac2_3,
4, 6, 7, 10, 12 e 13 apresentaram duas bandasoabtai06pb (256 e 4601 com os
primers FgDApa e R2Apa(curto), indicando direcéweata do inserto Vac2 dentro da gD.
** A presenca de dois fragmentosorre, pois o oligonucleotideo R2Apa(curto) hilmadem
dois locais no interior da Vac2.

Os plasmideos das col6nias positivas para a presenapenas um inserto e direcao
correta foram extraidos e submetidos a reacaodgelm com a enzimapa. A digestao foi

analisada em gel de agarose a 1% (Figura 39).

396pb
—

Figura 39: Clivagem dos clones pRE4VacZlivagem de 7 clones da ligacéo entre pRE4 e \¢ao2a enzima
Apd. L-marcador de 1Kb, 1 a 7-clones pRE4Vac2_3,4,60, 12 e 13 digeridos cohpd.

Todos os clones pRE4Vac2 apresentaram fragmentonpréa 396pb indicando a

presenca da Vac2 (400pb).

5.6.2.2 Obtencéo do fragmento gDVac?2

ApoOs as selecdes realizadas, o plasmideo pRE4Vaddi klivado com a enzima
Hindlll para a retirada do fragmento gDVac2. A reagdiahalisada em gel de agarose a 1%

(Figura 40).
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Figura 40: Clivagem do clone pRE4Vac2_10 com a emza Hindlll. L-marcador de 1Kb e 1-pRE4Vac2_10
digerido cormrHindlll.

O fragmento gDVac2 (1819pb) identificado no gelapstta foi purificado e clonado

no vetor pVAX.

5.6.3 Clonagem do fragmento gDVac2 no vetor pVAX

O pVAX digerido com a enzimélindlll (item 5.1.2) foi utilizado na construcédo da
vacina pVAXgDVac2. O fragmento gDVac?2 foi clonadm plasmideo pVAX e a mistura de
ligacdo utilizada na transformacao de célulak.deoli Top10.

A selecéo do plasmideo recombinante pVAXgDVacZdua inicialmente realizando
uma PCR de 10 colbnias utilizando-se os oligonditleos T7 e BGH (Figura 41A), que
indica a quantidade de fragmentos gDVac2 no intelimpVAX, outra com T7 e RgDApa
(Figura 41B), que indica a direcdo do fragmentamerior do vetor, e a ultima com T7 e
R2Apa(curto) (Figura 41C), que indica a presencdatz2. O produto das PCRs foi analisado

em gel de agarose a 1%.
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1636pb

1018pb

Figura 41: PCR de col6nia da ligacdo entre pVAX e gDVacZCR de 10 colbnias da ligacdo entre pVAX e
gDVac2 com os oligonucleotidedg T7 e BGH,B) T7 e RgDApa €C) T7 e R2Apa(curto). L-marcador de
1Kb, 1 a 10-PCR das coldnias pVAXgDVac2_1 a 10 meijativo.

As colbnias 2, 3, 5 e 9 apresentaram um fragmamt@mplificacéo préximo a 2072pb
(1996pb) com os primers T7 e BGH, indicando apemasnserto gDVac2 no vetor pVAX;
as colbnias 1, 2, 3, 4 e 6 apresentaram uma baadanglificacdo entre 1018-1636pb
(1386pb) com os oligonucleotideos T7 e RgDApa,daddo a direcdo correta do fragmento
gDVac2, e duas bandas entre 1018-1636pb (1120 4ph32om os oligonucleotideos T7 e
R2Apa(curto), indicando a presenca da Vac2.

Os plasmideos das colonias pVAXgDVac2_2 e 3 foratrailos e submetidos a duas
reacdes de clivagem, uma com a enzZBaaHl| (Figura 42A), que digere no meio da Vac2 e
no pVAX, e a outra com a enzinkindlll (Figura 42B) que flanqueia a gDVac2. A digestao

foi analisada em gel de agarose a 1%.
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A B
2036pb
1018pb 1636pb
506pb

Figura 42: Clivagem dos clones pVAXgDVac2_2 e &@m a enzima\) BanHl e B) Hindlll. L-marcador de
1Kb, N-pVAXgDVac2 nao digerido e 1 e 2-pVAXgDVac2e3 digeridos.

Os dois clones apresentaram fragmentos de clivagéra 506-1018pb (767pb) com a
enzimaBanH| (Figura 42A), indicado a direcdo correta dessgrhento, e entre 1636-
2072pb (1819pb) (Figura 42B) quando clivados coemamaHindlll, indicando a presenga
do inserto gDVac?2.

A partir dos resultados obtidos com as PCRs e disande restricdo, os dois
plasmideos recombinantes, pVAXgDVac2_ 2 e 3, foramlisados por sequienciamento
utilizando-se os oligonucleotideos T7 e FgDApasEmufas 43) para confirmacdo da

sequéncia e posterior utilizacdo nos ensai@gro ein vivo.
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A pVAX Hindlll gD ATG

4 \ o
1 10 20 30 40 50 [21] 70 80 90 ) 110 120 130
1 1

glVac? ARGCTTCA=-TCGCGAACGAC=-AACTACCC-GATCATCAGTTATCCTTAAGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGT TCCGRTATGGEGEGGEGE TECCECCAGGT TGRGEGCCGTGA
pYAXgDYac2_3 CCARGCTGCTAGCETTARCTTAGLTTCAGTCECGARCGACCARCTACCCCGATCATCAGTTATCCTTARGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCG6TATGEGEGGEACTGCCGCCAGGT TEEGEGCCETGA
CONSENSUS  .veeveseesasesessssaGCTTCA, TCGCGAACGAC . ARCTACCC  GATCATCAGTTATCCTTAAGGTCTCTTTTGTGTGGTGCGTTCCGGTATGGGGEGGEAC TECCECCAGGT TGEREGCCGTGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 EEPVU | I 260

| |

gD¥ac2 TTTTGTTTGTCGTCATAGTGEGCCTCCATGGEGTCCGCGGCAARRTATGCCTTGGCGGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCECTTTCGCGGCARRGACCTTCCGGTCCTGGACCAGCTOACCGA
pVAXgDV¥ac2_3 TTTTGTTTGTCGTCATAGTGGGCCTCCATGGGGTCCGCGGCAAATATGCCTTEGCAGATGCCTCTCTCARGATGGCCGACCCCARTCGCTTTCGCGGCARAGACCTTCCGGTCCTGEGACCAGE TGACCGA
Consensus TTTTGTTTGTCGTCATAGTGGGCCTCCATGEGGGTCCGCGGCARATATGCCT TEGCEGATGCCTCTCTCARGATGECCGACCCCARTCGETTTCGCGGCARAGACCTTCCGGTCCTEGACCAGC TGACCGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |

glVac? CCCTCCGGGGGTCCGGCGCGTGTACCACATCCAGGECGGGECCTACCGGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGTTTACTACGCCGTGT TGEAGCGCGCCTGCCGCAGCGTGCTCCTARACGECA
pYAXgD¥ac2_3 CCCTCCGGEGGTCCGECGCGTGTACCACATCCAGECGGECCTACCEGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACGGTTTACTACGCCGTGTTGEAGCGCGCCTGECGCAGCETGCTCCTARRCGCA
Consensus CCCTCCGGEGGTCCGECGCGTGTACCACATCCAGGCGGGCCTACCEGACCCGTTCCAGCCCCCCAGCCTCCCGATCACEGTTTACTACGCCGTGTTGEAGCGCGCCTGECGCAGCETGCTCCTAARCGCA

391 400 q10 420 430 440 450 460 q20 480 430 500 510 520

| |

gD¥ac2 CCGTCGGAGGCCCCCCAGATTGTCCGCGGGGCCTCCGARGACGTCCGGARRCARCCCTACARCCTGACCATCGLTTGGTTTCGEATGEGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGEAGTACACCG
pVAXgD¥ac2_3 CCGTCGGAGGCCCCCCAGATTGTCCGCGGEGCCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACAACCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGGAGTACACCE
Consensus CCGTCGGAGGCCCCCCAGATTGTCCGCGGEGCCTCCGARGACGTCCGGARACARCCCTACARCCTGACCATCGCTTGGTTTCGGATGGGAGGCARCTGTGCTATCCCCATCACGGTCATGGAGTACACCE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |

gDVac?2 ARTGCTCCTACARCARGTCTCTGGEGGCCTGTCCCATCCGARCGCAGCCCCGCTGGARCTACTATGACAGCT TCAGCGCCET-CAGCGAGEATAACCTGGGET TCC~~TGATGCACGCCCCCGCGTTTGA
pYAXgD¥ac2_3 ARTGCTCCTACARCARGTCTCTGGGGGCCTGTCCCATCCGAACGCAGACCCGCTGGARCTACTATGACAGCTTCAGCGCCGTACAGCGAGGATARCCTGGGET TCCCARGC TGCTAGCGTTARC-TTAGE
Consensus AATGCTCCTACAACARGTCTCTGGGGGCCTGTCCCATCCGARCGCAGACCCGCTGGARCTACTATGACAGCTTCAGCGCCGT .CAGCGAGGATARCCTGGRETTLC . .aGaTGCaabCcccaal. TTaba

B Apal Vac2
110

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100

1
glV¥ac? AGGGGGTGACGGTEGACAGCATCGEGATGCTGECCCCGCTTCATCCCCGAG==ARCCAGCGCACCGTCGCCGTATACAGET TGAAGATCGCCGGGTGGCACGEGCCCC TEGAAGACCCCTACGAGAAGATC
pYargD¥ac2_ 3 ARTGGGATG-TGCCC—GCTTCATCCCCARGTARACCHTTTGCACGTCGCCGTATACAGC T TGARGATCGCTGEGTGGCACEEGLLLL T6GARGACCCC TACGAGAAGATC
CONSENSUS  .veeeeeeesesessssss facGGOATG, TGCCC, GCTTCATCCCCaAG, [AACCagegcaalGTCGCCGTATACAGCTTGAAGATCGC cGEGTGGCACGEGCCCCTRGARGACCCCTACGAGARGATL

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

gD¥ac2 GGAGCCGAGCTGGTGA-AGGAAGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCGGAGACCAATCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGGCCTCTTCCTGACCACA-GAGAARCTGGCAG-GC-GGA
pVangD¥ac2_3 GGAGCCGAGCTGGTGACAGGARGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTECCGGAGACCARTCCTTGCAGARCGCTGCATCCATTGCCGECTCHTTCCTGACCACAAGAGARACTGGCAGTGCTGGA
Consensus GGAGCCGAGCTGGTGA . AGGAAGAGCAGATTGCTGCCACCGCAGCCATCTCTGCCEGAGACCAATCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCCGECcenT TCCTGACCACA, GAGARACTGGCAG , GC , GGA

261 270 200 290 300 noBamiad| 330 340 350 360 370 300 390
| I
glVac? GTGGCTGTGATCGCC-CTGG-TGARGGAAG——-GACT TC-GCARCGTGEGATCCCTGGARGACCCE TACGARARGATCGGAGCCAAGLTGETGARGGAAGAGCAGAT TGCTGCCACCGCARCCATCTCTG

pYaxgD¥ac2_3 GTGGCTGTGATCGCCACTGGCTGARGTGARTGTGACTTCTGCARCETGEGATCCCTGGARGACCCCTACGAGARGATCEGAGCCGAGC TGETGARGGAAGAGCAGAT TECTGCCACCGCAGCCATCTCTG
Consensus GTGGCTGTGATCGCC.CTGG. TGARGgaRa. . .GACTTC .GCARCGTGEGATCCCTGGARGACCCCTACGAGARGATCEGAGCCGAGC TGGTGARGGAAGAGCAGATTECTECCACCGCAGCCATCTCTG

391 400 q10 420 430 440 450 460 az0 480 430 500 510 520

| |

gh¥ac2 CCGGAGACCAATCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCC-GGCCTCTTCCTEACCACAGAGAAACTGGCAGGCGGAGTGGCTGTGATCECCCTGGTGARGGARGGACTTCGCARCGTGGGGCCCARGGCCC
pYaxgD¥ac2_3 CCGGAGACCARTCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGCCTGGCCTCTTCCTGACCACAGAGARACTGGCAGGCGGAGTG

Consensus CCGGAGACCAARTCCTTGCAGAACGCTGCATCCATTGEL, GECCTCTTCCTGACCACAGAGARACTGGCAGGCGGAGTG, . Erasaaresersiresesiaietetaresatttresers

Figura 43: Alinhamento do fragmento gDVac2 com o one pVAXgDVac2_ 3. A)gDVac?2 alinhada com o
clone pVAXgDVac2_3 seqlienciado com o primer T7, @sstaque o sitio da enzinkéindlll utilizada na
retirada do fragmento, o inicio do gene da gD, imeiro cddon a ser traduzido em proteina (ATG)itio sla
enzimaPvul. B) gDVac2 alinhada com o clone pVAXgDVac2_3 seqilatwieom o primer FgDApaseq, em
destaque os sitios da enzifpa, a seqiiéncia da Vac2 e o sitio da enzBaaHI no interior do fragmento
Vac2.

A partir do sequenciamento foi possivel visualzanicio (Figura 43A) do fragmento
gDVac2, confirmando a presenca do fragmento ngéireorreta no interior do vetor pVAX,

e a presenca do fragmento Vac2 (Figura 43B) noiantda gD.
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5.7 Purificacao das construcdes vacinais

5.7.1 Avaliacdo da integridade dos plasmideos puigados

Os plasmideos das quatro construgdes vacinais, PDAXpVAXgDVaclAA,
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 foram extraidos e avatigdquanto a integridade pela

digestédo com a enzimkindlll (Figura 44).

2036pb
1636pb

Figura 44: Clivagem das construgBes vacinaispVAXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac?2 clivados com a enzimidindlll. L-marcador de 1Kb, N1 a N4-pVAXgD, pVAXgDVaclk
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 ndo digeridos e 1 a 4-pXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac2 digeridos conidindlll.

A caracterizacao dos plasmideos pVAXgD, pVAXgDVa&lAoVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac2 demonstra a presenca dos fragmentos lgl23pb), gDVaclAA (1621pb),
gDVaclPA (973pb) e gDVac2 (1823pb) nesses vetdklEsn disso, eles foram avaliados
guanto a presenca de endotoxinas demonstrandos ninvigriores aos requeridos para

materiais utilizados como injetaveis (<0,01 unidade endotoxinasg de DNA).

5.8 Expressao e Purificacdo das proteinas Vacl ed2a

A expressdao, o teste de solubilidade e a purifcalg® proteinas recombinanes Vacl

(Figuras 45) e Vac?2 (Figuras 46) foram analisato$S®S-PAGE a 13,5%
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Figura 45: Expressao, Teste de solubilidade e Puith¢do da proteina recombinante Vacl. AExpresséo da
proteina Vacl, L-marcador — proteinas com masséscolares conhecidas foram usadas como marcadares d
migracao (Bench Mark Pré-Stained Protein Laddenvitrbgen), 1-ndo induzido (sem adicdo de IPTG} 2-
horas apos adicédo de IPTG, 3-4 horas apés adicdBTde, 4- 16 horas ap0Os adicdo de IPB}.Teste de
solubilidade da proteina Vacl utilizando tampé&o seém, 1-ndo induzido, 2-4 horas ap6s adicdo TE&|R-
sedimento apos lise celular, 4-sobrenadante ape<élularC) Expresséo, Teste de solubilidade com uréia e
Purificacdo da proteina Vacl, 1-ndo induzido, 2efab apds adicdo de IPTG, 3-sobrenadante 1 (ap@s li
celular), 4-sobrenadante 2, 5-sobrenadante 3, iisatb apés trés sonicacbes, 7-eluato, 8-lavagérelaicdo
com 150mM de imidazol, fracdo D) Purificacdo da proteina Vacl, eluicdo com gradiel#emidazol: 1-
150mM fracdo 2, 2-150mM fracdo 3, 3-150mM fracact€50mM fracdo 1, 5-250mM fracdo 2, 6-250mM
fracdo 3, 7-500mM fracdo 1, 8-500mM fracéo 2, 9rBBDfracao 3.

A proteina Vacl foi expressa apoés 3, 4 e 16 haaamdatdo de IPTG, como é visto na
figura 45A, pela presenca de uma banda de maseaimpada de 6kDa condizente com a
massa da proteina Vacl de 7,52kDa. Um aumentopiasséo foi detectado apenas entre 3 e
4 horas de inducéo, no entanto, ndo houve grarfdeexi¢a entre esse periodo e 16 horas
(Figura 45A). ApoOs a expressdo, foi realizado detede solubilidade, inicialmente com

tampéao de lise sem agente desnaturante (sem pegmm)erificar se a proteina era expressa
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na forma solivel. Como demonstrado pela figura 45@roteina Vacl estava presente na
forma soluvel, mas também apresentava uma frac&edimento celular.

Apols essas avaliacoes, a proteina Vacl foi exppessé horas com adicao de IPTG
(Figura 45C) e solubilizada pela adicdo de uréitangpédo de lise (também chamado tampéao
de sonicacado) para obtencdo de maior quantidageotieina na fracdo solavel. Apds a lise
celular realizada com a enzima lisozima, sonica;mpao desnaturante a proteina foi vista
apenas na fracao soluvel (sobrenadantes 1, 2FegBy#& 45C).

A proteina Vacl foi, em seguida, purificada porntatografia de afinidade sendo
eluida em maior quantidade e livre de contaminamissfracées de imidazol 150mM 3 e 4
(Figura 45D) que foram utilizadas na dialise pataada do imidazol e uréia e utilizacdo nos

ensaiosn vitro.
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Figura 46: Expressao, Teste de solubilidade e Puith¢do da proteina recombinante Vac2. AExpresséo da
proteina Vac2, L-marcador (Invitrogen), 1-ndo iridoz 2-3 horas apds adigao de IPTG, 3-4 horas agigsio

de IPTG, 4-16 horas apds adicdo de IPBBTeste de solubilidade da proteina Vac2 utilizaratopo sem
uréia, 1-ndo induzido, 2-4 horas ap0s adi¢cdo dé&|FBFsedimento apoés lise celular, 4-sobrenadarts kge
celular.C) Expressao, Teste de solubilidade com uréia e Pagio da proteina Vac2, 1-ndo induzido, 2-4 horas
apos adicao de IPTG, 3-sobrenadante 1 (apés lislkage4-sobrenadante 2, 5-sobrenadante 3, 6-sgdarapos
trés sonicacdes, 7-eluato, 8-lavagem e 9-eluicéio 's0mM de imidazol, fracdo D) Purificacdo da proteina
Vac2, l-eluato, 2-lavagem, eluicdo com gradienteindidazol: 3-150mM fracdo 2, 4-150mM fracdo 3, 5-
150mM fracéo 4, 6-250mM fracdo 2, 7-250mM fracd8-300mM fracdo 2 e 9-500mM fracdo 3.

A proteina Vac2, assim como a Vacl, foi expresses &y 4 e 16 horas da adicdo de
IPTG, como é visto na figura 46A, pela presencaumi@ banda de massa aproximada de
15kDa condizente com a massa da proteiva Vac2 ddKida. Um aumento da expressao foi
detectado apenas entre 3 e 4 horas de inducamtanat@ nao houve grande diferenca entre
esse periodo e 16 horas (Figura 46A). Apos a esioe®i realizado o teste de solubilidade

inicialmente com tampéao de lise sem agente desmaturComo demonstrado pela figura 46B
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a proteina Vac2 estava presente na forma soli\ad, também apresentava uma fracdo no
sedimento celular.

Apoés essas avaliagcbes a proteina Vac2 foi exppemsd horas com adicdo de IPTG
(Figura 46C) e solubilizada pela adicdo de uréidammpao de lise para obtencdo de maior
quantidade da proteina na fracao soluvel. Apdseacelular realizada com a enzima lisozima,
sonicacao e tampédo com uréia, a proteina foi aistgas na fracdo soluvel (sobrenadantes 1,
2 e 3) (Figura 46C).

A proteina Vac2 foi, em seguida, purificada porntatografia de afinidade, sendo
eluida em maior quantidade e livre de contaminanéessfracdes de 150mM 3 e 4 (Figura
46D) que foram utilizadas na dialise da proteina.

As proteinas recombinantes apos dialise foram dicaclas, avaliadas quanto a
presenca de endotoxinas, demonstrando niveis a&sifdara 0 uso em animais e cultura de
células sendo, portanto, utilizadas nos experinsedéoproducéo de anticorpos policlonais e

imunogenicidade.

5.9 Producdo e Caracterizacdo dos anticorpos polariais anti-Vacl e anti-Vac?2

As proteinas recombinantes Vacl e Vac2 foram athks na imunizacdo de
camundongos BALB/c para a producdo de anticorptisl@uais anti-Vacl e anti-Vac2. Os
soros contendo anticorpos anti-Vacl e anti-Vacanfocaracterizados para detectar se esses
anticorpos reagiam cruzadamente com a proteinatHd@Gnamiferos, uma vez que células
humanas HEK293 foram utilizadas nos ensaios desfoegbes para caracterizacdo das
vacinas construidas, e devido a utilizacdo dessateipas na forma de DNA (vacina
construidas) na imunizacdo de camundongos. A fig@raemonstra se os anticorpos anti-
Hsp60 (Figura 47A), anti-Vacl (Figura 47B) e an#ieZ (Figura 47C) reagem com a proteina

Hsp60 das células HEK293.
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Figura 47: Caracterizagdo dos anticorpos anti-Vack anti-Vac2. A)“Western blot” utilizando o anticorpo
anti-Hsp60;B) “Western blot” utilizando o anticorpo anti-VacT) “Western blot” utilizando o anticorpo anti-
Vac2.L-marcador — proteinas com massas moleculares colaiseforam usadas como marcadores da migracao
(PageRuler Prestained Protein Ladder - Fermentasglulas HEK293 incubadas a 37°C, 2-células HEK293
incubadas por 5 horas a 42°C; M-meio de cultursed®mento e S-sobrenadante.

A figura 63 mostra que as células HEK293 submetadam estresse térmico (42°C),
para deteccdo da expressdo da proteina Hsp60,bértammantidas a 3, como controle,
apresenta reatividade apenas com o anticorpo ap&M (Figura 47A). Os anticorpos anti-
Vacl (Figura 47B) e anti-Vac2 (Figura 47C) nao oreapazes de reconhecer essa proteina
demonstrando a especificidade desses anticorpadicamndo que na transfeccdo das células
HEK com as construcfes vacinais esses anticorpeslare as proteinas de interesse

(proteinas codificadas pelas vacinas).
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5.10 Avaliacdoin vitro da funcionalidade das vacinas construidas

5.10.1 Transfeccédo de células in vitro

Para deteccdo da transcricdo e traducdo das mastebddificadas pelas vacinas de
DNA pVAXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac?2 células eucarioticas
HEK293 foram transfectadas sendo a eficiéncia awasteccdo dessas células avaliada pela
utilizagdo do plasmideo pGreen (Figura 48), queresga a proteina GFP (visivel em
microscopio de fluorescéncia com a cor verde). [esam controle importante visto que as

proteinas podem nao ser detectadas por inefici@oamétodo de transfeccao.

B Sen a

b Ceie

Figura 48: Transfecgdo de células HEK Células HEK293 transfectadas com o plasmideo pGapes 24
horas. A esquerda células em campo claro e aainsita por microscopia de fluorescéncia.

Como é visto na figura 64, a transfeccao foi efitdeo que pode ser aferido também
para as transfeccbes com as construcdes vacisaisque o procedimento € 0 mesmo para

ambas as transfeccoes.

5.10.2 Andlise da transcricdo do RNA mensageiro

As células HEK293 apds 24 horas de transfeccdo aentonstru¢des vacinais
pVAXgD, pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 fam utilizadas na
extracdo de RNA (Figuras 49) para posterior avatiaga presenca do RNA mensageiro dos

“genes” gDVaclAA, gDVaclPA e gDVac2 (Figuras 50).
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Figura 49: Extracdo de RNA. RNA extraido apds 24 horas da transfec¢do dadaséWEK293 com as
construcfes vacinais. C-RNA das células HEK nawosfectadas, 1-RNA das células HEK transfectadas com
pVAXgD, 2-RNA das células HEK transfectadas com pdg®VaclAA, 3-RNA das células HEK transfectadas
com pVAXgDVaclPA e 4-RNA das células HEK transfeescom pVAXgDVac2.

L 1 2 3 4 N L 5L 7 8 9 10 11 N

1018pt s
<" 200pb
> ¥ 100pb
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Figura 50: Caracterizacdo dos transcritos.Avaliacdo da presenca do RNA mensageiro dos “genes
gDVaclAA, gDVaclPA e gDVac2 L-marcador de 1Kb, 15amplificacdo utilizando os primers FgDPvu e
RgDApa e os cDNAs feitos a partir dos RNAs extraidas células HEK néo transfectada (1) ou trarsfast
com os plasmideos pVAXgD (2), pVAXgDVaclAA (3), p¥XgDVac2 (4) e pVAXgDVaclPA (5)
respectivamente. 7 ao 11-amplificacao utilizandesenesmos cDNAs e os primers GAPDH sense e aséisen
N-controle negativo.

Como ¢é visto na figura 49, todos os RNAs extraidetavam integros e foram
utilizados na producéo do cDNA que por sua vealfiizado na verificagcdo da presenca de
RNA mensageiro para os “genes” gDVaclAA, gDVaclPAgl@Vac2 (Figura 50). A
amplificacdo utilizando os primers FgDPvu e RgDAgpsma verificacdo da presenca dos
transcritos nas células HEK293 transfectadas corooastrucdes vacinais revelou bandas
entre 506-1018pb, para as células transfectadaspt&®XgD condizente com o tamanho
esperado de 758pb; bandas proximas a 1018pb paanateccdes com pVAXgDVaclAA e
pVAXgDVac2, cujos tamanhos esperados eram 956 4kl banda proxima a 298pb para

o0 pVAXgDVaclPA (308pb). Além disso, nenhuma banda ¥ista nas células sem
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transfeccédo e no controle negativo. Para todaglatas com ou sem transfeccéo obteve-se a

amplificacdo do gene GAPDH (178pb), como contralsifpyo do experimento.

5.10.3 Anélise da expresséao das proteinas recomhimes

Células HEK293 foram transfectadas com as cor@gic pVAXgD,
pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 e ap0s 24otas avaliou-se a
expressdo das proteinas por “Western blot” utitibase os anticorpos policlonais anti-Vacl

(Figuras 51), anti-Vac2 (Figura 52) e anti-gD (Fay63).
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Figura 51: Expressdo das proteinas recombinanteéwvaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes
células HEK293 transfectadas com os plasmidgopVAXgD e pVAXgDVaclAA eB) pVAXgDVaclPA,
apos 24 horas de transfecgdo utilizando-se a #éatec“Western blot” com anticorpo anti-Vacl. L-rador
(Fermentas), M-meio de cultura, P-sedimento (frac&tular insollvel) e S-sobrenadante (fragdo celula
soluvel), C-células ndo transfectadas, 1-transtecgdn pVAXgD, 2-transfec¢cdo com pVAXgDVaclAA e 3-
transfecgdo com pVAXgDVaclPA. Vacl-proteina recarabte purificada.
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Figura 52: Expresséo das proteinas recombinantefwvaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes
células HEK293 transfectadas com os plasmideos mPDAX pVAXgDVac2 apoés 24 horas de transfeccao
utilizando-se a técnica de “Western blot” com ampo anti-Vac2. L-marcador (Fermentas), M-meio dkuca,
P-sedimento (frac&@o celular insoluvel) e S-sobrantl(fracéo celular soltvel), C-células néo trectsidas, 1-
transfecgdo com pVAXgD, 2-transfeccdo com pVAXgD¥acVac2-proteina recombinante purificada.
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Figura 53: Expresséo das proteinas recombinantefwvaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes
células HEK293 transfectadas com os plasmideos mAXpVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac?2 apéds 24 horas de transfeccéo utilizasele: técnica de “Western blot” com anticorpo abti--
marcador (Fermentas), P-sedimento e S-sobrenadactdulas ndo transfectadas, 1-transfeccao comXoiDA
2-transfeccdo com pVAXgDVaclAA, 3-transfeccdo co\ggDVaclPA, 4-transfeccdo com pVAXgDVac?2 e
Vacl-proteina recombinante purificada.

As células HEK293 transfectadas com o plasmideoXyVaclAA expressaram a
proteina gDVaclAA (46laas - 50,01kDa — massa détada pelo programa GeneRuner),
como visto nos “Western blots” com os anticorpog-¥acl (Figura 51A) e anti-gD (Figura
53), que revelaram uma banda entre 55-72kDa. AdaseHEK?293 transfectadas com o
plasmideo pVAXgDVaclPA expressaram a proteina gDRAc (245aas - 25,88kDa),
identificada nos “Western blots” com os anticorpasi-Vacl (Figura 51B) e anti-gD (Figura

53) que revelaram uma banda entre 34-26kDa, tamardmor devido a retirada de uma
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porcao da gD. Ja as células transfectadas com pIoA€g2 expressaram a proteina gDVac?2
(527aas - 56,71kDa), identificada nos “Westerndilobm os anticorpos anti-Vac2 (Figura
52) e anti-gD (Figura 53) que revelaram uma bandxima a 72kDa. As células nao
transfectadas apresentaram apenas revelacdesdifiesgecom os trés anticorpos (Figuras
51A e 52) e as transfectadas com pVAXgD apresantaexelacdes inespecificas com os
anticorpos anti-Vacl (Figura 51A) e anti-Vac2 (Fg52) e uma banda entre 43-55kDa com
o anticorpo anti-gD demonstrando a presenca d&ipeogD de 43,35kDa (395aas) (Figura
53). As proteinas ndo estavam presentes no megultiea (M), indicando que nao foram
secretadas, no entanto, estavam presentes no sédi(R¢ e sobrenadante (S) celulares, isto
€, tanto na frac&o insoluvel quanto na fracdo sblirespectivamente. O controle positivo foi
feito com as proteinas Vacl e Vac2 recombinantesriicadas cujo tamanho sao 7,52kDa
(71aas) e 14,44kDa (138aas), respectivamente edifanente das proteinas reveladas nas
transfeccdes, pois nesse caso a Vacl e Vac?2 esiaaddas a gD (43,35kDa).

Esses resultados juntamente com a analise dogritasse 0 sequenciamento dos
clones indicam que as quatro vacinas foram coulstsutorretamente estando em fusdo com a

proteina gD.

5.11 Avaliacdo da resposta imunoldgica

Apbés a construcdo e caracterizacdo das vacinas pWDAXpVAXgDVaclAA,
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2, estas foram utilizadamtamente com o vetor pVAX e a
vacina pVAXhsp65 (Anexos 2 e 3) na imunizagdo dmundongos para avaliagao da

imunogenicidade dessas construgoes.

5.11.1 Avaliacdo da resposta imunolégica humoral

A resposta humoral foi avaliada no soro dos aninmaignizados apés 30 dias da

altima imunizacao.
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Figura 54: Resposta imunologica humoralA) Producéo de anticorpos anti-Hsp83,Producao de anticorpos
anti-Vacl eC) Producéo de anticorpos anti-Vac2. Resultado septativo de dois experimentos com n de 5 a
9. Cut-off foi calculado pela multiplicacdo do diesdo grupo controle (salina) por trés e somadoédiande
producédo de anticorpos desse mesmo grupo, setidaddi para indicar 0s grupos que produziram argice.
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Como foi visto na figura 54A, B e C as vacinas pM¥aclPA e pVAXgDVac2
foram capazes de induzir a producéo de anticorpaubtipo IgG2a anti-Hsp65, anti-Vacl e
anti-Vac2 indicando a presenca de um padrdo Thieslgosta. J&4 a vacina pVAXhsp65
induziu a producdo de anticorpos dos subtipos Ig&llgG2a apenas anti-Hsp65,
demonstrando um padrdo misto de resposta (Thl g Os2grupos controles representados
pelos animais imunizados com salina e vetores (p\WARVAXgD) ndo foram capazes de
induzir resposta humoral contra as proteinas Hs@éb61 e Vac2. Os animais imunizados
com a vacina pVAXgDVaclAA nao foram capazes de zivda producdo de anticorpos para

nenhuma das proteinas utilizadas.

5.11.2 Avaliacéo da resposta imunologica celular

5.11.2.1 Proliferacéo de linfocitos T

A resposta celular foi avaliada, apos 30 dias tienalimunizacao, pela proliferacao
das células do baco, dos animais imunizados, dstilasiex vivo Essas células foram
estimuladas por 72 horas com ConA (Figura 55A)au as proteinas recombinantes Hsp65
(Figura 55B), Vacl (Figura 55C) e Vac2 (Figura 55®)a proliferacdo avaliada pela
incorporacado de timidina tritiada medida em um adat de cintilacd@. Como controle

negativo foi utilizado células tratadas apenas owio de cultura, sem estimulo.
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Figura 55: Proliferacdo de linfécitos T.A) Células do baco estimuladas com ConA (controlétipos B)
proteina Hsp65C) proteina Vacl ®) proteina Vac2. Células do baco foram estimulakagvopor 72 horas e

a proliferacdo ensaiada pela incorporacdo®tg-timidina. Para todas as anélises estatisticasdosiderado
p<0,05. * quando comparado ao grupo salina; $ quaminparado ao grupo vetor; # quando comparado ao
grupo pVAXhsp65. Resultado representativo de uneengento com n de 6 a 9. indice=contagem por minuto
das células estimuladas/contagem por minuto datasé&em estimulo.

A figura 55 mostra a proliferacdo dos linfécitossdanimais imunizados com as
diferentes construcdes vacinais. Os resultadosnf@aresentados em indice que refletem a
proliferacdo das células estimuladas divida petdifpracdo basal na auséncia de estimulo.
As células estimuladas com o mitégeno ConA (Fig&&) proliferaram em todos os animais
independente da imunizagdo, indicando que se @seme variagbes com 0s estimulos
especificos ndo seria devido a problemas com atasélAs células dos animais imunizados

com as vacinas pVAXhsp65, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVadA A& pVAXgDVac2, quando
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estimuladas com a proteina recombinante Hsp65fgnaram (Figura 55B), sugerindo a
presenca de linfécitos T especificos para peptidessa proteina.

As células dos animais vacinados com pVAXgDVaclR¥AXgDVaclAA e
pVAXgDVac2 também foram capazes de proliferar qoaedtimuladas com as proteinas
Vacl e Vac2 (Figura 55C e D) que séo os estimuslpsagficos dessas vacinas. No entanto, as
células dos animais imunizados com a vacina pVABAspéo foram capazes de responder
frente a esses dois estimulos. As vacinas pVAXgRWPac pVAXgDVaclAA e
pVAXgDVac2 demonstraram ainda uma tendéncia maqordliferacdo quando comparadas

a vacina pVAXhsp65.

5.11.2.2 Fenotipo celular: células CD4e CD8

Os linfocitos do baco dos animais imunizados foraraliados quanto ao fenoétipo
celular CD4 (Figura 56) e CD8(Figura 57) por citomeria de fluxo apés 30 diasitiima
imunizagdo. Essas células foram primeiramente akighosex vivopor 48 horas com ConA
ou com as proteinas recombinantes Hsp65, Vacl 2. ¥ seguida avaliadas em relacéo as
caracteristicas fenotipicas. Como controle negdtivaitilizado células tratadas apenas com

meio de cultura.
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Figura 56: Porcentagem de células T CD4 Células do bago foram estimuladas vivo por 48 horas e o
fenétipo celular avaliado por citometria de flulara todas as analises estatisticas foi considere@®5.D
quando comparado ao meio (diferenca entre a pagemt de células iniciais e ap6s a estimulacdoyahdo
comparado ao grupo salina; $ quando comparadougm gretor; # quando comparado ao grupo pVAXhsp65.
Resultado representativo de um experimento com n=5.

A figura 56 demonstra que todos 0s grupos apresamt@orcentagem semelhante de
células T CD2 totais quando ndo estimulados. Com relacdo amastiHsp65, 0s grupos
nao apresentaram diferencas significativas na ptagem de células quando comparados a
auséncia de estimulo, mas houve um aumento naida@@tde células T CD4pos a adigdo
da proteina Hsp65 nos grupos imunizados com pVAX@EfIVA e pVAXgDVaclAA
quando comparados ao grupo salina.

Além disso, a porcentagem de células T C4maior nos animais vacinados com as
trés construcdes vacinais pVAXgDVaclPA, pVAXgDVa&lAe pVAXgDVac2 quando
estimulados com as proteinas especificas Vacl 2 &aomparados a auséncia de estimulo e
aos grupos imunizados com salina, pVAXgD e pVAXHspBsses resultados demonstram

que o0s animais imunizados com as vacinas pVAXgDWa¢lpVAXgDVaclAA e
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pVAXgDVac2 foram capazes de gerar maior porcentageniinfocitos T CD24 quando

comparadas aos animais vacinados com pVAXhsp65.

— Meio
# Hsp65
¥ . Vacl
9= ® :; I \/ac?
8+ $ $ $
7 $ . * *
$xg ¢ 0
- 6+ * T, N E #
O 54 * ' B
S 4 :
X
3-
2-
1
0
Q> 4+ %) Q ol 3%
N S - S AN RS
2] N xS N\ S & Q
3 S & W\
N o +
) K\g <
Q Q

Figura 57: Porcentagem de células T CD8 Células do baco foram estimuladas vivo por 48 horas e o
fenétipo celular avaliado por citometria de flukara todas as analises estatisticas foi considere@@5.D
quando comparado ao meio (diferenca entre a p@agemt de células iniciais e ap6s a estimulacdoyanhdo
comparado ao grupo salina; $ quando comparadowgm gretor; # quando comparado ao grupo pVAXhsp65.
Resultado representativo de um experimento com n=5.

Com relagdo as células T CD8a figura 57 demonstra que todos os grupos
apresentavam porcentagem semelhante dessas aplalado ndo estimulados. Com relagéo
ao estimulo Hsp65 apenas o grupo pVAXgDVaclPA aptes diferencas significativas na
porcentagem de células quando comparados a auséaciestimulo. No entanto, foi
observado um aumento na porcentagem de células8 §i®s a adi¢do da proteina Hsp65
nesse grupo e nos animais imunizados com pVAXhgpéAXgDVaclAA e pVAXgDVac2
quando comparados ao grupo salina.

A porcentagem de células T CD&mbém foi maior nos animais vacinados com
pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 quando estulados com a proteina
Vacl e comparados com a auséncia de estimulo. é&sn, esse estimulo e a proteina Vac2

induziram um aumento na porcentagem de células B'Qids grupos pVAXhsp65,
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pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVacz2, quando cgarados com oS animais
imunizados com salina e vetores.

Esses resultados demonstram que o0s animais imosizeoim as quatro vacinas
pVAXhsp65, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVacforam capazes de gerar
maior porcentagem de linfocitos T CD8m uma tendéncia de maior inducdo dessas células

pela vacina pVAXgDVaclPA.

5.11.2.3 Producéao de citocinas

A producéo das citocinas IFN{Figura 58), IL-2 (Figura 59), IL-12, IL-5 e IL-10
pelos linfécitos foi avaliada no sobrenadante diura de células do baco dos animais
imunizados apés 30 dias da ultima imunizacdo. EsSlatas foram estimuladax vivopor
48 horas com ConA ou com as proteinas recombin&fgp865, Vacl e Vac2. As citocinas
foram quantificadas por ELISA no sobrenadane ddiras. Como controle negativo foi

utilizado sobrenadante de células ndo estimuladas.
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Figura 58: Producéo de IFNy. A) Cultura estimulada com ConB) proteina Hsp65C) proteina Vacl ®)
proteina Vac2. Células do bago foram estimuladagivopor 48 horas e a producéo de Iffjuantificada por
ELISA no sobrenadante da cultura. Para todas abseséestatisticas foi considerado p<0,@6.quando
comparado ao controle negativo (auséncia de ragdshm* quando comparado ao grupo salina; $ quando
comparado ao grupo vetor; # quando comparado apogpVAXhsp65. Resultado representativo de um
experimento comn de 6 a 9.

As células quando estimuladas com ConA produzem @ltantidade de IFN-
independente da vacina utilizada (Figura 58A). Akllas dos animais imunizados com as
vacinas pVAXhsp65, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pWyDVac2 quando
estimuladas com a proteina recombinante Hsp65 piaao IFNy (Figura 58B). Esse
resultado sugere a presenca de linfécitos T espexifpara peptideos dessa proteina,

produtores de IFN; nos animais imunizados com essas vacinas.
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Os animais vacinados com pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAApVAXgDVac2

também foram capazes de responder produzindo ylFiNlando suas células foram

estimuladas com as proteinas Vacl e Vac2 (FigutaesB) que sédo os estimulos especificos

dessas vacinas. No entanto, as células dos animaigzados com a vacina pVAXhsp65 néo

foram capazes de responder frente a esses dommuksi Além disso, as vacinas

pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 foram capez de induzir uma melhor

resposta de linfécitos T produtores de liFlduando comparadas a vacina pVAXhsp65 para

todos os estimulos.
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Figura 59: Producéo de IL-2.A) Cultura estimulada com Con®) proteina Hsp65C) proteina Vacl ®)
proteina Vac2. Células do baco foram estimuladasivopor 48 horas e a producédo de IL-2 quantificada por
ELISA no sobrenadante da cultura. Para todas abseméestatisticas foi considerado p<0,d5.quando
comparado ao controle negativo (auséncia de radsfini quando comparado ao grupo salina; $ quando
comparado ao grupo vetor; # quando comparado apogpVAXhsp65. Resultado representativo de um
experimento comn de 6 a 9.
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A figura 59 mostra a producao de IL-2 pelas céldiabaco dos animais imunizados
com as diferentes construgcfes vacinais. As céekséisnuladas com ConA produzem alta
quantidade da citocina IL-2 independente da vaaiiizada (Figura 59A). As células dos
animais imunizados com as vacinas pVAXhsp65, pVAXgBLPA, pVAXgDVaclAA e
pVAXgDVac2 quando estimuladas com a proteina recoambe Hsp65 produziram IL-2
(Figura 59B) indicando a presenca de linfocitosspegificos para peptideos dessa proteina
nos animais imunizados com essas vacinas.

Os animais vacinados com pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAApVAXgDVac2
também foram capazes de responder produzindo WaBdp suas células foram estimuladas
com as proteinas Vacl (Figura 59C) que é um egstimspecifico para essas vacinas. No
entanto, esses mesmos grupos nao foram capazesmnder ao estimulo Vac2 (Figura
59D) que também é especifico para essas vacinam Aesses resultados, as células dos
animais imunizados com a vacina pVAXhsp65 ndo fotapazes de responder frente a esses
dois estimulos.

Em relagcdo a citocina IL-12 todos o0s grupos aptasam baixa producdo sem
diferenca significativa entre os grupos. Ao comirdas citocinas IL-5 e IL-10 ndo foram
detectadas nos diferentes grupos, exceto nas éstanuladas com ConA, que induziu a

producdo de ambas as citocinas (dados nao mostrados

5.11.2.4 Fenotipo celular: células de memaria

Para cada grupo vacinado também foi avaliado otifema&elular relacionado aos
marcadores CD44 e CD62L que podem indicar a prasdeccélulas de memdria. Essas
células também foram provenientes do baco dos @&imanizados depois de estimula@xs
vivo com as proteinas recombinantes Hsp65, Vacl e Vec#iguras 60 e 61 sdo dot plots
representativos de cada grupo experimental denamukir a porcentagem de células de

memoria CD4 e CD8§, respectivamente.
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Figura 60: Porcentagem de células T CD4de meméria (CD44'CD62L"). Células do bago foram
estimuladagx vivopor 48 horas com as proteinas recombinantes edtige celular avaliado por citometria de
fluxo. Resultado representativo de cada grupo éxeerttal estimulado com Vach) Salina,B) pVAX, C)
pVAXhsp65,D) pVAXgD, E) pVAXgDVaclPA,F) pVAXgDVaclAA e G) pVAXgDVac2. P grafico- SSC
(eixo y) X CD4 (eixo x), 2 - CD62L X CD44, 8 - CD62L X CD44.
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Figura 61: Porcentagem de células T CD8de meméria (CD44'CD62L"). Células do baco foram
estimuladagx vivopor 48 horas com as proteinas recombinantes eatige celular avaliado por citometria de
fluxo. Resultado representativo de cada grupo éxeetal estimulado com Vacd) Salina,B) pVAX, C)
pVAXhsp65,D) pVAXgD, E) pVAXgDVaclPA,F) pVAXgDVaclAA e G) pVAXgDVac2. P grafico- SSC
(eixo y) X CD4 (eixo x), 2 - CD62L X CD44, 3 - CD62L X CD44.

A analise de células de memoaria foi dificil de &lizada devido ao pequeno numero
de células existentes nessa populacdo e da vanbglim de cada grupo. Essas variacoes

foram verificadas em todos os grupos que apresantporcentagens semelhantes de células
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de memoaria. No entanto, diante desses resultadoalse ndo nos gerou dados conclusivos.
As figuras 60 e 61 sdo dot plots representativosada grupo experimental estimulados com
as proteinas recombinantes Vacl e Vac2, respeamnamn As analises demonstraram
semelhante porcentagem de células de memodria® GDL£DE para todos 0s grupos

experimentais.
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6.0 DISCUSSAO

Os maiores sucessos ha vacinologia tém sido adascpor meio da producéo de
anticorpos protetores, no entanto, o maior deshfovacinologistas e imunologistas frente a
doencas como a AIDS, malaria e TB € o desenvolvioné® uma imunidade celular protetora
(Plotkin, 2005). Frente a esse desafio novas égiest vém sendo desenvolvidas como novos
vetores, DNA plasmideais e carreadores capazeasddeii resposta de linfocitos T CDé T
CD8" (Plotkin, 2005). Além disso, varias estratégiasd@m tém utilizado “substancias”
(adjuvantes, citocinas ou mesmo proteinas como)agpazes de direcionar a resposta para
um padrdo Thl requerido em muitas doencas comdtadas anteriormente (Moingeon,
Haensleret al, 2001) e capazes de estimular a imunidade indtak{®, 2005), muito
importante no direcionamento da imunidade adagtativ

Nosso grupo vem trabalhando com a vacina DNAhspé® @prrega 0 gene que
codifica a proteina de choque térmico de 65kDddé&eprag mostrando que esse produto é
eficiente na profilaxia da TB. A vacina ja foi i#gdda isoladamente ou em associa¢cdo com
microesferas e adjuvantes que diminui a quantidlel®NA administrado, demonstrando
eficacia na protecdo de camundongos e cobaias go8itvaet al, 1997; Lima, Santost
al., 2003; De Paula, Silvet al, 2007). Os novos estudos continuam demonstramdicacia
dessa vacina na profilaxia da TB e vém sendo sz com o intuito de aperfeicoa-la para o
uso clinico. Assim trabalhos mais recentes demamsta eficacia da vacina DNAhsp65
guando administrada juntamente com BCG na esteatdgi “prime-boost” (Goncalves,
Bonato et al, 2007; Souza, Zarate-Bladet al, 2008) e quando em associagdo com
lipossoma reduzindo a dose de DNA em 16 vezes (Ro$e La Torreet al, 2008; Souza,
Zarate-Blade®t al, 2008). Além de eficaz na profilaxia, essa vatamabém atua nos casos
cronicos de TB, na doenca disseminada, na TB lema TB-MDR (Lowrie, Tascoet al,

1994; Lowrie, Tascoet al, 1999; Silva, Bonatet al, 2005).
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Nesse contexto o objetivo desse trabalho foi atoag@ de vacinas de DNA para a
profilaxia da TB utilizando-se epitopos da protelitegp65 doM. lepraeque ativam células T
CD4" e T CD8. Apesar dos resultados promissores com a vacinshBpé5, a utilizacdo de
apenas a parte responsavel pela estimulacdo duosits T da proteina Hsp65 é uma
estratégia promissora devido a similaridade comuévalente proteina de mamiferos (Hsp60)
(Feige e Van Eden, 1996). Trabalhos do grupo jdotstraram que a vacina DNAhsp65 néo
acarreta auto-lesdo tecidual nem agravamento decdsecomo artrite e diabetes (Santos-
Junior, Sartoriet al, 2005; Lima, 2006; Santos Junior, Sarteirial, 2007), no entanto, uma
formulacdo vacinal baseada apenas na utilizacdcepitspos que séo reconhecidos pelas
células T e que ndo estdo na regido de grande bgiaantre a Hsp65 de micobactérias e a
humana seria viavel na otimizacao da vacina jadents.

Além disso, os epitopos estariam associados apgbteina D do virus do herpes tipo
1 que estimula a resposta imunoldgica humoral @are{Lasaro, Alvest al, 2003; Lasaro,
Diniz et al, 2005; Lasaro, Tatsiet al, 2008). A idéia de desenvolver vacinas associadas
“substancias” capazes de estimular uma respostaoidgica € viavel para as vacinas de
DNA que podem conter diferentes genes em um mesasmyzleo.

O primeiro passo desse projeto foi a construcdovdeimas utilizando-se técnicas de
biologia molecular. Como seriam constru¢cdes utliém na vacinacdo de camundongos
tomou-se todos os cuidados para que fossem catedrdé forma a produzirem corretamente
as proteinas quando utilizadas nas imunizacdes.

As sequéncrque codificam os epitopos da proteina Hsp65 (Mastaundinet al,
1999; Charo, Gelulet al, 2001) utilizadas nesse trabalho estavam disttésuidentro da
sequéncia do genbsp65 em diferentes sitios, dessa forma, foi necessdrimeiro a
construcdo do molde Vacl (5 epitopos da proteinzsB)spor meio de uma sintese génica

utilizando a reacdo em cadeia da polimerase e Eiqme cobrissem toda a sequéncia Vacl.
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ApoOs a obtencéo desse molde foi possivel constsuirés fragmentos utilizados nesse
trabalho:_VaclAA (sitio da enzin¥gpa nas duas extremidades) que foi clivado a padir d
molde Vacl com a enzimfgpal, VaclPA (sitio das enzimd@/ul e Apal nas extremidades 5’

e 3', respectivamente) que foi amplificado com grisnespecificos contendo os sitios da
enzimasPvul e Apd e Vac?2 (5 epitopos em duplicata com o sitio dareaApa nas duas
extremidades) gerado por duas amplificacfes edmalps fragmentos. Essas sequéncia
foram utilizadas juntamente com os vetores pREMA{1 nas construcdes vacinais.

Os fragmentos VaclAA e VaclPA sédo idénticos exqatlm local no interior da
proteina gD onde foram inseridos, o primeiro faendo no interior da gD sem a retirada de
nenhum fragmento desse gene e 0 segundo no intlerigD, com a retirada de um porcéo
central desse gene proxima ao sitio de ligacadoDdaagn seu receptor. Essa construcéo foi
realizada para avaliar se essa porcao seria inmpertaos efeitos imunomoduladores da
proteina gD. O fragmento Vac2 é duas vezes a Vdol eonstruido para verificar se uma
maior quantidade do antigeno melhoraria a respost@& vez que mais antigeno poderia
significar maior apresentacado pelas APCs e, damsaaf melhor ativagdo de clones de
linfécitos T.

O vetor pRE4 foi utilizado por ser o plasmideo camesenta a seqiéncia de
nucleotideos responsavel pela expressao da prajBirf€ohen, Wilcoxet al, 1988). A gD
apresenta sitios Unicos de restricdo para as esn#PimH e Apa onde podem ser inseridos 0s
fragmentos de interesse, e esta flanqueada peladsitrestricdo da enzintdindlll podendo
ser retirada desse vetor e clonada em outro.

As trés sequéncsa VaclAA, VaclPA e Vac2, foram clonadas no vetoEgRda
seguinte forma: VaclAA e Vac2 foram clonadas no $REvado com a enzimapa de

forma que esses fragmentos fossem inseridos apdsnwacido 269 da proteina gD; VaclPA
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foi clonada no pRE4 clivado com as enzinkagil e Apa que promove a retirada de 214
aminoacidos (aas) da gD (retirada dos aas 54 go 267

Lasaro e colaboradores (2008) demonstraram queeacio de genes no interior da
gD no sitio da enzim@pa ndo prejudicava a interacdo dessa proteina canresgeptor
HVEM, no entanto, ndo se sabe se a insercdo &wvud e Apa pode prejudicar essa
interacdo. A gD interage com seu receptor HVYEM mpeio de aas presentes no N-terminal
(aas 11, 15, 25, 27, 28, 29 e 30) (Lasaro, Tasial, 2008) que ndo séo retirados com
nenhuma das clivagens, por isso qualquer alteragdinteracdo HVEM-gD € devido a
mudancas conformacionais em ambas as constriRédke Apa ou somente erApal.

A confirmacdo das clonagens foi realizada por PC&é&ise de restricdo. Foram
utilizados primers e enzimas que pudessem confiardirecdo e quantidade de inserto uma
vez que duas das clonagens, VaclAA e Vacz, foratizaglas com a utilizacdo de apenas
uma enzimaApa. Em seguida, as sequérsigDVaclAA, gDVaclPA e gDVac2 foram
transferidas ao vetor pVAXL1.

O pVAX1 é um vetor plasmidial usado no desenvolvitnale vacinas de DNA e tem
sido utilizado em ensaios clinicos em humanos céma@aso do préprio ensaio clinico com a
vacina DNAhsp65 (Michaluart, Abdallagt al, 2008). Esse vetor apresenta o promotor do
citomegalovirus humano (CMV) para eficiente expgiesam células de mamiferos, possui um
sinal de poliadenilacdo para eficiente terminacaarenscricdo e poliadenilagdo do RNA
mensageiro e o gene de resisténcia ao antibiédoarsicina para selecdo dm coli. As
clonagens dos fragmentos no vetor pVAX1l resultaraen construgcdo das vacinas
pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 que foramoofirmadas por PCR,
andlise de restricdo e sequenciamento.

Além das construcdes descritas acima foi congirtachbém o plasmideo controle

pVAXgD, com a retirada da gD do vetor pRE4 com areaHindlll e clonagem no pVAX1.
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Apesar de termos montado essa vacina pVAXgD toslasiias construcdes que envolvem a
fusdo da sequéncia dos epitopos a gD foram reabzpdla clonagem no vetor pRE4, pois
como o pVAX1 possui em seu sitio de multipla clerago sitio da enzimapa que foi
utilizada em todas as nossas demais construcéadysamnar os epitopos no interior da gD,
se esse vetor fosse clivado com essa enzima ni@acapenas linearizado e sim liberaria um
fragmento prejudicando as construcgdes.

Além da utilizacdo das sequérs@énicas Vacl e Vac2 na construcdo de vacinas de
DNA, essas sequénsitambém foram utilizadas na expresséo das prot®aek e Vac2 em
sistema procarioto uma vez que essas proteinasmserecessarias para a producédo de
anticorpos anti-Vacl e anti-Vac2 Uteis na caraza€do da expressao das proteinas das
vacinas construidas. O sistema procari&toc6li) foi utilizado na expressao das proteinas por
ser um sistema facil, barato e por ndo haver acppagdo da necessidade de modificacdes
pos-traducionais uma vez que essas proteinas s&dadas, ndo apresentam uma
conformacao organizada, nem funcéo a nédo ser pitdpes de células T.

Inicialmente foi realizado um teste induzindo arespdo das proteinas de interesse
por trés diferentes tempos, uma vez que essa &amdael importante na obtencéo de grande
guantidade de proteinas recombinantes. As varigueigpodem ser utilizadas além do tempo
sdo a quantidade de indutor e a temperatura, Egsas fixadas em nossos experimentos em
0,2mM de indutor e 37°C para néo prejudicar a esgdie@ da proteina com muito indutor e
para aproveitar a temperatura melhor de crescindato coli. Os nossos resultados mostram
gue a expressao por 4 horas foi melhor que 3 horas a expressao por 16 horas nao induziu
uma maior quantidade de proteina. Um resultadoradpepois longos periodos de inducao
requerem diminuicdo da temperatura para que arizctésca devagar, produza a proteina e

ndo consuma todos o0s nutrientes do meio, necessasiaa sobrevivéncia.
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ApoOs a expressao, as proteinas foram avaliadasaqaasolubilidade. No processo de
expressdo de proteinas recombinante€eroli muitas vezes as proteinas ficam insolluveis
devido a formacdo de agregados protéicos inatiwsdheridos como corpos de inclusédo
(Baneyx e Mujacic, 2004; Jevsevar, Gaberc-Porekaal, 2005). Isso ocorre devido ao
dobramento incorreto da proteina ocasionado pelguimaria procariota ndo possuir
mecanismos de modificagcdes pos-traducionais, dew@d® fortes promotores e a alta
quantidade de indutor utilizado fazendo com quexpressdo exceda 50% do total das
proteinas bacterianas (Baneyx e Mujacic, 2004;elevs Gaberc-Porekat al, 2005). Dessa
forma, a proteina fica indisponivel para a pur@@ sendo necessaria a desnaturacdo. A
avaliacao da solubilidade das proteinas Vacl e Viamgtraram que elas foram expressas na
forma soluvel, mas parte delas permaneceu no sethnwelular o que pode ter ocorrido
devido a essas proteinas serem montados e nacrtaresn uma conformacdo ordenada.
Para obtermos um rendimento melhor optamos por fatise desnaturante com adicédo de
uréia e mais passos de sonicagao.

Apdés a expressdo e solubilizacdo das proteinags efstram purificadas por
cromatografia de afinidade. Essas proteinas forgpnessas em fusdo com uma cauda de
histidina (6 aminoacidos histidina presente no vd&clonagem) o que facilita a purificacao.
Esse aminoacido apresenta o grupo imidazol quaupefisidade ao niquel imobilizado na
coluna cromatogréfica, dessa forma, as proteir@snfiretidas na coluna e séo eluidas
utilizando diferentes concentragdes de imidazolré&3siltados mostraram que a purificagéo
por cromatografia de afinidade foi eficiente emifimar as proteinas Vacl e Vac2. Essas
proteinas foram eluidas nas fracdes de 150mM diairnl que ndo € uma quantidade muito
alta de competidor. Isso pode indicar a “afinidagédia” dessas proteinas provavelmente
pelo tamanho pequeno e pela auséncia de histidmasua sequéncia. No entanto, esse nao

foi um fator limitante para a purificacédo e as @@ puras foram dialisadas para retirada da
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uréia e imidazol e as proteinas utilizadas na iragéio de camundongos para obtencao dos
anticorpos anti-Vacl e anti-Vac2 e nos ensaiosndgmogenicidade.

A lise com uréia provoca desnaturacdo das protetnasprocesso de dialise pode
reverter algumas moléculas de proteinas para aomoafdo normal, no entanto, podem
permanecer proteinas desnaturadas. Uma preocuppgido a isso foi dos anticorpos
gerados pelas imunizacbes com as vacinas pVAXgDAMAaclpVAXgDVaclPA e
pVAXgDVac2 néo reconhecerem as proteinas nos ens@i@valiacdo da resposta humoral
por terem sido gerados para proteinas quiméricagagDAA, gDVaclPA e gDVac2 cuja
conformacdo pode exibir epitopos conformacionaiseates nas proteinas Vacl e Vac2
desnaturadas. No entanto, isso ocorreu apenasipardas construcdes e sera discutido mais
adiante.

As proteinas Vacl e Vac2 assim como as construg@esnais, pVAXgD,
pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 foram todagroduzidas enk. coli, e
uma das principais preocupacdes com relacdo a aaghiv com vacinas de DNA ou proteina
€ a contaminacdo com lipopolissacarideos (LPS).R3 € uma endotoxina presente na
membrana das bactérias gram-negativas cobocali que pode “alterar” a imunogenicidade
da vacina atuando como um adjuvante. Essa molécuapaz de imunomodular APCs,
promovendo a sua maturacdo, aumento na expressduobtieulas co-estimuladoras e
liberacdo de citocinas que direcionam a resposteahdgica para um perfil Thl (Hawkins,
Trckaet al, 2003). Dessa forma, todas as construcdes va@rasgproteinas expressas foram
testadas para excluir a presenca de contaminag@aP8. Essa analise demonstrou a pureza
de todos os DNAs e das proteinas Vacl e Vac2, ais fparam considerados aceitaveis para
testesin vivo de acordo com a Farmacopéia Européia que precanizao limite de
contaminagdo por endotoxina ndo ultrapasse 5UEkQ porporeo/hora (Tuomela, Stanescu

et al, 2005).
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As proteinas Vacl e Vac2 foram, entdo, utilizadasnmunizacdo de camundongos
para obtencdo de anticorpos policlonais anti-Vachné-Vac2. Os soros dos animais
imunizados contendo esses anticorpos foram caizailes para detectar se esses anticorpos
reagiam cruzadamente com a proteina Hsp60 de nramifena vez que células humanas
HEK293 foram utilizadas nos ensaios de transfecqgim®s caracterizacdo das vacinas
construidas. Essa é uma caracterizacdo importante wez que as HSPs sao proteinas
altamente conservadas (Lindquist e Craig, 19883wdd a proteina Hsp65 apresentar 55%
de similaridade com a equivalente proteina de neaosf(Hsp60) (Feige e Van Eden, 1996).

O ensaio foi realizado com células HEK293 incubadd2°C simulando uma situacao
de estresse com intuito de aumentar a expressgwotieina Hsp60 e, em seguida, essas
células foram submetidas ao protocolo de “Westéoti' lntilizando-se os anticorpos anti-
Hsp60, anti-Vacl e anti-Vac2. Apenas o anticorpid-ldsp60 foi capaz de reconhecer essa
proteina, ndo havendo reacdo cruzada por partard®rpos policlonais anti-Vacl e anti-
Vac2. Dessa forma, esses anticorpos puderam deradbis para detectar as proteinas
expressas pelas vacinas construidas confirmanaeaestrucao foi realizada corretamente.

Essa avaliacdo foi importante também pelo fateafestatar que anticorpos gerados
contra as proteinas Vacl e Vac2 sdo incapazesdehecer a proteina Hsp60 de mamiferos
sugerindo a impossibilidade de geracdo de autoitade pelos anticorpos gerados na
Imunizacdo com as vacinas de DNA. A preocupacdposaibilidade da vacina desencadear
uma resposta auto-imune existe, pois ha estudosdgunstraram resposta imunoldgica
celular e humoral contra a Hsp65 bacteriana em loedexperimentais de diabetes (Elias,
Reshefet al, 1991),ateroesclerose (Afek, Georgeal, 2000) e artrite (Danieli, Markoviist
al.,, 1992).No entanto, trabalhos com a vacina DNAhsp65 demamsessa preocupacao e

indicam que a vacina ndo desencadeia auto-imunidééi® de ser benéfica em modelo de



150

artrite e diabetes (Santos-Junior, Sartral, 2005; Lima, 2006; Santos Junior, Sariral,
2007).

ApoOs a obtencdo e caracterizacdo dos anticorpasgmalis as construcdes vacinais
pVAXgD, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac?2 faxm avaliadas em relacéo
a funcionalidade. Apesar de corretas em relacdegééscia, todas as constru¢des vacinais
foram utilizadas na transfeccédo de células HEK288 mtuito de verificar a formacao de
transcritos (RNA mensageiro) e da proteina codifisgpor elas. Essa avaliacdo é de extrema
importancia nas construcdes de vacinas de DNA s resultados negativos podem ser
devido a construcdes erradas que nao codificaneipad em sistema eucarioto. Algumas
construcdes podem ser realizadas fora de faseaatherteitura resultando na auséncia de
expressao ou producao de proteinas diferentestida.na

O vetor pVAX1 apresenta um sitio de multipla clogragde forma que as proteinas
sejam traduzidas a partir do seu proprio ATG eliiadas com seu préprio stop cédon. Nas
vacinas construidas esses cédons estavam presenfgsteina gD e 0s insertos VaclAA,
VaclPA e Vac2 foram todos clonados no interior @gssteina na sua fase aberta de leitura
como confirmado pelo sequenciamento.

Os transcritos apresentaram os tamanhos esperadg@msapcombinacdo de primers
utilizada, confirmando a presenca do RNA mensag@aoca as construcdes vacinais
realizadas. Todas as proteinas reveladas aprem®ntan tamanho um pouco maior que o
esperado provavelmente devido ao marcador de masiggular ndo reproduzir fielmente o
tamanho das proteinas ou a resolucdo do métodoprédteinas estavam presentes no
sedimento e sobrenadante celulares, isto €, tant@gdo insollivel quanto na fracao soluvel,
respectivamente. Isso pode ser explicado pelodatgD ser uma glicoproteina que possui
uma regido transmembrana definida pelos aminod8ddos 364 (Watson, Wegt al, 1982),

dessa forma, a Vacl ou Vac?2 fusionadas a ela pedemxpressas na superficie das células
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transfectadas com os plasmideos pVAXgDVaclAA, pVBEX@clPA e pVAXgDVac2
(Lasaro, Dinizet al, 2005; Lasaro, Tatsist al, 2008) corroborando com a presenca dessas
proteinas nas porc¢des insoluveis. As avaliacOasamio, mostraram que todas as vacinas
construidas apresentaram seus “genes” transcritadzidos.

Outro anticorpo utilizado para detectar a expreskd proteinas codificadas pelas
vacinas foi o anti-gD que confirmou a expressao mtaseinas gDVaclPA, gDVaclAA e
gDVac2. Esse anticorpo também propiciou a caraetgdio da vacina pVAXgD o que nao era
possivel com os anticorpos anti-Vacl e anti-Vac2.

As construcdes vacinais, apés toda caracterizdgfan utilizadas nas imunizacdes
de camundongos realizadas pela administracéo inse@utar de quatro doses com intervalo
de 15 dias. Juntamente com as vacinas constrwodas utilizados o vetor pVAX e a vacina
pVAXhsp65 desenvolvida em nosso laboratorio. Apésarcriticas em relacdo a imunizacao
intramuscular por ser um tecido “pobre” em céldpsesentadoras de antigenos essa € uma
rota muito utilizada, pois trabalhos demonstranxpressdo do gene nos miodcitos (Wolff,
Malone et al, 1990) bem como em células dendriticas (Casaredhalet al, 1997) e
macroéfagos (Chattergoon, Robinseinal, 1998), além da distribuicdo da vacina de DNA no
sangue e Varios outros tecidos, sendo, portanta,inioculacdo sistémica (Winegar, Monforte
et al, 1996; Coelho-Castelo, Trombor¢ al, 2006). Raz e colaboradores (1996) também
demonstraram que a injecdo intramuscular e intnaidérndo variam no perfil da resposta
imunoldgica desencadeada, mesmo a segunda senddioraom maior numero de células
dendriticas (Raz, Tighet al, 1996).

Apo6s 30 dias da ultima imunizacdo foram realizadssensaios para deteccdo da
resposta induzida por essas vacinas. Primeiramavddiou-se a resposta imunolégica
humoral desencadeada por essas construcdes. Aagimlida producdo de anticorpos

especificos representa um importante indicador ddrm de resposta induzido pela
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vacinacdo. Uma vez que anticorpos IgG1l e IgG2amoskr considerados marcadores dos
padrées Th2 e Thl, respectivamente, essa avalp@de ajudar a definir o fendtipo das
células T induzidas na vacinacao (Coffman, Seymebat, 1988). A avaliacdo dos anticorpos
gerados pelas vacinas utilizadas nesse traballeoctamo funcéo apenas a descrita acima, de
caracterizar o padrao da resposta imunoldgica,ven@ue nao ha dados da presenca de Hsps
na membrana del. tuberculosigiue possam ser neutralizadas, ou mesmo nao ltestom

a vacina DNAhsp65 que relacione protecdo com ampisoinduzido por essa vacina. Dessa
forma, os anticorpos induzidos na imunizacdo saetr@aouma proteina descrita como
intracelular deM. tuberculosis ndo estao envolvidos na resposta protetora.

As vacinas pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 foram capazesinduzir a producao
de anticorpos anti-Hsp65, anti-Vacl e anti-Vac2 gitipo 1gG2a enquanto a vacina
pVAXhsp65 induz anticorpos dos dois subtipos, IggGIHG2a, mas apenas anticorpos que
reconhecem a Hsp65. Isso demonstra um padréo degsesposta para a vacina pVAXhsp65,
ja demonstrado pelo nosso grupo (Goncalves, Bataaf 2007; Rosada, De La Toret al,
2008; Souza, Zarate-Bladest al, 2008) e um padrdao Thl induzido pelas vacinas
pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2.

Era esperada a inducéo de anticorpos anti-Vacltie/ac? assim como de anti-
Hsp65, nos animais imunizados com pVAXgDVaclPA &AKyDVac2, pois as construcdes
vacinais contém os epitopos da proteina Hsp65reca diferenca entre as constru¢des Vacl
e Vac2 é a quantidade de epitopos, sendo eles srmesenas duas construc¢des. Além disso,
essas proteinas sao expressas na superficie desc@tansfectadas” como demonstrado por
Lasaro e colaboladores (2005 e 2008) ficando eapastfacilitando o reconhecimento pelas
células B (Carrasco e Batista, 2006).

Ja os animais imunizados com pVAXhsp65 nao indoziemticorpos anti-Vacl e

anti-Vac2, mas somente anti-Hsp65. Trés hip6tedespsopostas: °L a proteina Hsp65
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expressa pela vacina pVAXhsp65 deve apresentar eonéormacdo que ndo exibe os
epitopos utilizados nesse trabalho, dessa fornt&goanos contra esses epitopos ndo foram
gerados em animais imunizados com essa vacinafoB®m gerados anticorpos contra
epitopos conformacionais que nao estao presensgsroteinas Vacl e Vac2 desnaturadas no
processo de solubilizacdo, ou 3°) a proteina Hspé®senta outros epitopos que séo
imunodominantes em relacédo aos epitopos preseasesonstrucdes Vacl e Vac2.

Cada patdgeno apresenta uma grande quantidadetalgospmo sistema imunolégico
do hospedeiro, no entanto, a resposta imunolégioaatla em apenas alguns desses epitopos
0 que € conhecido como imunodominancia (Frank, @ relacdo a imunodominéancia nos
anticorpos, ja foi demonstrado por Kumar e colatharas (1992) que a resposta humoral
inicial contra um polipeptideo, derivado do envelajp virus da hepatite B (MEP-1), era
composta por IgM especifica aos varios epitoposgmtes nesse peptideo. No entanto, a 1gG,
induzida mais tardiamente, era especifica a apeamaspitopo do MEP-1. Essas observacdes
suportam a idéia que apenas alguns epitopos saaesage induzir a expansao de linfocitos B
especificos e a troca de isotipo (IgM para IgG).

Diante dessas observacfes € possivel que os epittigpoHsSp65 presentes nas
construcdes Vacl e Vac2 nao sejam imunodominanpes sso ndo induzem a producéo de
anticorpos do subtipo IgG. No entanto, quando osn@&s sdo imunizados com essas
construcdes, Vacl e Vac2 associadas a gD, e nd@a goateina Hsp65, a auséncia dos outros
epitopos imunodominantes e a presenca da protdingagle favorecer a mudanca na
imunodominancia.

Um resultado inesperado foi a auséncia de antisorpontra as proteinas
recombinantes Hsp65, Vacl e Vac2 nos animais imdog com a vacina pVAXgDVaclAA.
As proteinas expressas pelos plasmideos pVAXgDVAclAVAXgDVaclPA e

pVAXgDVac2 sdo expressas na superficie de célutamsfectadas” com essas construcdes
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devido a presenca da proteina transmembranica gBsaDforma, acredita-se que a proteina
gDVaclAA na superficie da célula assuma uma cordo#ém tal que 0s epitopos presentes na
construcdo Vacl nao sao exibidos. Ao contrariapgéema gDVaclPA por ser menor devido
a retirada da porcao central da proteina gD e aagR¥or ter a construcdo Vac2 maior que a
Vacl devem assumir conformacfes nas quais 0s epifmgsentes nas construcdes Vacl e
Vac2 ficam acessiveis ao reconhecimento das céRild8u ainda pode ocorrer 0 mesmo
discutido acima que é a presenca de anticorpos ppitdpos conformacionais néo
encontrados nas proteinas Vacl e Vac2. Acreditarsea auséncia de anticorpos especificos
as proteinas Hsp65, Vacl e Vac2 nos animais imdos&zaom pVAXgDVaclAA nao seja
devido a imunodominancia de outros epitopos presemd proteina gD, pois se isso ocorresse
nesses animais era provavel que ocorresse tambén anonais imunizados com
pVAXgDVac2.

Embora a producdo dos anticorpos desencadeados patanas utilizadas nas
imunizacdes ndo seja um fator preponderante noaterda resposta imunoldgica contra a
TB, eles sdo importantes indicadores da respostadlagica e demonstram a funcionalidade
das células B nesse sistema. As células B sao fames células produtoras de anticorpos,
mas também funcionam como apresentadoras de avdigmpturando-os através de seus
receptores de imunoglobulinas, processando-oses@miando-os para as células T (Ozaki e
Berzofsky, 1987). Além disso, podem capturar outsmisfectadas com DNA plasmideal
(Coelho-Castelo, Santos Juniet al, 2003) funcionando como APC ou como célula
produtora de antigeno, isto €, a celula B podeucapt vacina de DNA, produzir o antigeno
intracelularmente e secreté-lo.

A resposta mais importante para patdgenos intriarekicomoM. tuberculosisé a
ativacdo de células T CD4 T CDS8. As vacinas de DNA s&o principalmente conhecidas p

desencadearem resposta de células T'@D#8tra os antigenos codificados por elas por serem
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proteinas produzidas no citoplasma das célulasfeetadas assim como em uma infeccao
viral ou expressao de proteinas proprias citoplésasa(Liu, 2003; Tonheim, Bogwalkt al,
2008). Dessa forma, quando a vacina de DNA é cagiippor uma APC, essas células ativam
os linfécitos T CD8 via MHC-I (Liu, 2003; Tonheim, Bogwalet al, 2008).

As vacinas de DNA também ativam linfocitos T CDgois as células “transfectadas”
podem produzir a proteina e secreta-la deixandsfoulivel para as células apresentadoras
de antigenos que a fagocitam e ativam células T'@@4moléculas de MHC-II (Liu, 2003;
Tonheim, Bogwaldckt al, 2008). As células T CD4 T CD8 podem ainda ser ativadas pelo
fendbmeno do “cross-priming” que ocorre quando eélutransfectadas” com o DNA sofrem
apoptose e células apresentadoras capturam cqrppgtcos contendo a proteina codificada
pela vacina de DNA e apresentam via MHC de classdll(Chattergoon, Shamezs al,
2003; Tonheim, Bogwaldt al, 2008).

Nesse contexto, a avaliacdo da resposta imunoldgsancadeada pelas imunizacdes
teve como principal objetivo verificar a respostéutar contra os antigenos codificados pelas
vacinas de DNA, visto que essa é a resposta relgu@ara o combate a um patdégeno
intracelular. A resposta celular foi inicialmenteabada pela analise da proliferacdo de
linfécitos do baco dos animais imunizados quandonesadosex vivo Apds 30 dias da
dltima imunizacao, as células do bago dos animaismizados com as diferentes constru¢des
vacinais foram estimuladas com as proteinas Hopé&] e Vac2 e a proliferacdo analisada
pela incorporagdo de timidina. O ensaio de linfofen@cdo é importante, pois indica a
presenca de linfécitos especificos e de memdrianadaterminado antigeno por meio da
proliferacdo celular. Como no ensaio foram utilemds proteinas Hsp65, Vacl e Vac2,
apenas linfécitos com TCR especificos para peptidissas proteinas seriam capazes de

proliferar.
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A auséncia de estimulo foi utilizada como contnoégativo dos experimentos e 0
controle positivo foi realizado com o mitdgeno camavalina A que estimula
inespecificamente todos os clones de linfocitosske estimulo foi capaz de ativar a resposta
das células de todos os animais, independente aaavatilizada para a imunizacdo. Isso
ocorre, pois ConA, uma proteina polimérica derivddglantaCanavalia ensiformisse liga
a residuos de acucares nas glicoproteinas de miperths células T, incluindo o TCR
(Receptor de Célula T) e o CD3, provocando asswagio inespecifica (Abbas, 2005).

Com relacéo aos estimulos especificos, apenadudascdos animais vacinados com
pVAXhsp65, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVacdroliferaram frente a
proteina Hsp65 indicando a presenca de linfécitespecificos para peptideos dessa proteina
nesses animais. Os animais imunizados com a vadAXhsp65 apresentam expressao da
proteina Hsp65 que é processada e apresentadaspbméocitos T, assim células cujo TCR
sao especificos para peptideos dessa proteina forarados. Como o estimukx vivofoi
realizado com a mesma proteina e, acredita-se gjgazmas lisossomais ou 0 proteassoma
atuam em ligacBes peptidicas especificas, era azkpejue os peptideos formados pela
degradacdo do estimulo Hsp65 fossem os mesmos dosmguando essa proteina foi
expressa a partir da vacina de DNA e degradadaadesma, os peptideos gerados séo
reconhecidos pelas células j4 primadas desses ianid@os animais imunizados com as
outras trés vacinas primam células que apresent@i@R especifico aos peptideos gerados
pelo processamento das proteinas Vacl e Vac2 sagrpslas vacinas e quando estimulados
ex vivocom a proteina Hsp65 inteira proliferam indicamge esses peptideos sdo gerados
naturalmente apds o processamento da proteina Hsp65

As células dos animais vacinados com pVAXgDVaclRNAXgDVaclAA e
pVAXgDVac2 também foram capazes de proliferar qoaedtimuladas com as proteinas

Vacl e Vac2 que sdo os estimulos especificos dessasas. No entanto, as células dos



157

animais imunizados com a vacina pVAXhsp65 ndo fotapazes de responder frente a esses
dois estimulos. Esse fato aconteceu, provavelnprtgie os linfocitos T primados com essa
vacinacdo ndo sdo os que apresentam TCR espeadfcpeptideos das proteinas Vacl e
Vac2. Novamente a proteina Hsp65 deve apresentdarosouepitopos que sao
imunodominantes em relacdo aos epitopos preseageproteinas Vacl e Vac2, no entanto,
agora para as células T.

Apesar das proteinas Vacl e Vac2 serem formadas ppltopos da proteina Hsp65,
esses epitopos nado foram descritos como sendoptisigas preferencialmente que se ligam
as moléculas de MHC ou como sendo 0s epitopos idommantes e sim como sendo
reconhecidos pelo TCR dos linfocitos T (Mustafandin et al, 1999; Charo, Gelukt al,
2001). Dessa forma, o que pode ocorrer nos animaisizados com a vacina pVAXhsp65 é
gue esses epitopos sejam gerados, mas prefereastaloutros peptideos da Hsp65, que séao
imunominantes, se ligam as moléculas de MHC atiwamutros clones de linfécitos T que
nao os especificos a esses epitopos.

A determinacdo de epitopos imunodominantes é Wifecser feita, pois varios fatores
estdo envolvidos nesse processo. A quantidade kvagem do antigeno, o transporte
intracelular e a ligacdo dos peptideos formadosmatéculas de MHC, bem como a
especificidade dos receptores de células T sdmsldos eventos envolvidos com a sele¢éo
de epitopos imunodominantes (Frank, 2002). Andlisesilico de predicdo de epitopos
tentam levar em consideragdo o processamento dsnas, a ligacdo dos peptideos gerados
as moléculas de MHC (levando em consideracdo makttansportadoras como a TAP) e a
interacdo com o TCR, no entanto, nem sempre o$deegtselecionados dessa forma, que na
maioria das vezes sao os imunodominantes, sdoeogagam melhor resposta. Muitas vezes

epitopos que apresentam menor afinidade ao MHCoesaé selecionados em sistemas de
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predicdo sdo os que levam a uma resposta melhdracom determinado patdgeno
(Magdalini Moutafsi, 2006).

Apesar da presenca de epitopos imunodominantegatainm Hsp65 que nao séo
aqueles presentes nas construcdes Vacl e VacAlaoananimais sdo imunizados com as
vacinas pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac?2 paiselmente ha uma quebra
na imunodominancia, pois nao existe outros epitaf@oproteina Hsp65 que serdo alvos da
resposta imunoldgica. E descrito que clones dedditds T citotoxicos (CTLS)
imunodominantes suprimem a acao de clones subdotesjae essa supressdo ndo esta
relacionada a competicdo entre epitopos dominamtesbdominantes pela ligacdo com as
moléculas de MHC. Os clones dominantes podem desfalireta, pela producéo de citocinas
supressoras, ou indireta, pela competicdo por sesucomo as APCs, suprimir a acdo dos
subdominantes (Yewdell e Bennink, 1999; Frank, 200#ssa forma, na auséncia desses
clones dominantes, como no caso da imunizacdo cenvaginas pVAXgDVaclPA,
pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 pode ocorrer acdo dosmde subdominantes havendo
uma reversado na imunodominancia como ja foi despdt outros pesquisadores (Cole, Hogg
et al, 1997; Frank, 2002).

Dessa forma, apesar dos epitopos presentes ndsugdes Vacl e Vac2 ndo serem 0s
epitopos imunodominantes da proteina Hsp65, a @magho com as vacinas
pVAXgDVaclAA, pVAXgDVaclPA e pVAXgDVac2 reverte o ugdro da
imunodominancia, induzindo o “prime” de células $pecificas a esses epitopos que
respondem frente ao estimulo Hsp65 indicando qusese®pitopos sao processados
naturalmente e monstrando a viabilidade dessasasci

O préximo passo na avaliacdo da resposta celulaefdicar o fenétipo celular das
células que proliferam frente aos estimulos espesifA avaliagéo foi realizada inicialmente

em relacdo aos marcadores CD4 e CD8. A porcentaigenélulas T CD4foi maior nos
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animais vacinados com as trés construcdes vagiwxXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e
pVAXgDVac2 quando estimulados com as proteinasoifsges Vacl e Vac2. Os animais
vacinados com pVAXgDVaclPA e pVAXgDVaclAA também regentaram maior
porcentagem de células T CD4uando estimulados com Hsp65 e comparados ao grupo
salina. Ja a porcentagem de células T CbBmaior nos animais imunizados com as quatro
vacinas, pVAXhsp65, pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pPXgDVac2 quando
estimulados com as proteinas especificas Hsp65] ¥avac2 e comparados aos grupos
salina e vetor.

A presenca de linfocitos T CD8nos animais imunizados com pVAXhsp65 e
estimulados com Vacl e Vac2 apesar de nao cormobooan os resultados da
linfoproliferacdo, confirma que os epitopos dastgimas Vacl e Vac2 sdo gerados
naturalmente pelo processamento da Hsp65 e qéeitiné T CD8 especificos a eles podem
ser primados na imunizagdo com a vacina pVAXhspBEm disso, as vacinas
pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 foram capeg de gerar maior
quantidade de linfocitos T CD4juando comparadas a vacina pVAXhsp65 (estimuld \éac
Vac2). Ao contrario, todas as vacinas, inclusivep\AXhsp65, foram semelhantes na
porcentagem de linfécitos T CD8

A resposta dos linfocitos T ap0s as imuniza¢cdedbéamfoi avaliada e caracterizada
com relacdo a producgéo de citocinas. As citocisaacterizam o padrdo de resposta gerado
em uma infeccdo ou imunizacdo, mas além de caiztemodulam a resposta imunoldgica,
ativando ou inibindo a resposta celular. A respastanoldgica é diferente para os distintos
patdgenos existentes, parasitas que néo infectdolagé sobrevivem no hospedeiro
extracelularmente e requerem, principalmente, ditdé do padrédo Th2 que produzem IL-4 e
IL-5 responséveis pela ativacdo de eosindfilos erdas na eliminacdo de patdgenos

extracelulares (Berger, 2000; Abbas, 2005). Jageatds intracelulares como o bachb
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tuberculosisséo eliminados principalmente por uma resposigadodo Thl com producéo de
IFN-y pelos linfocitos que ativam macrofagos a provachse do patdgeno por meio de suas
atividades microbicidas (Berger, 2000; Abbas, 2005)

Os diferentes padrdes de respostas séo desencadesaicordo com as semelhancgas e
diferencas entre os patdgenos. O padrédo Thl &atipela secrecao de IL-12 pelas células
apresentadoras de antigenos apos a fagocitose d@angorganismo, ao contrario o padrao
Th2 é desencadeado pela producédo de IL-4 no idi&ionfeccdo (Swain, Weinberg al,
1990; Macatonia, Hoskeret al, 1995; Abbas, 2005). Distintas respostas precisam
desencadeadas de acordo com cada microorganisnue @ dpospedeiro foi exposto, no
entanto, essas respostas precisam ser controladadajo patdgeno € eliminado ou mesmo
para a resposta imunologica ndo desencadear imariacido do hospedeiro. Dessa forma, o
sistema imunoldgico também apresenta mecanismasgildacdo compostos por células e
citocinas como a células T reguladoras e as ciscih-10 e TGH (Abbas, 2005). As
células T reguladoras podem atuar interagindo afitente com determinadas células ou
secretar IL-10 e TGB-que estédo envolvidos na inibicdo da ativagdo dedfegos e inibicao
de células T e B, respectivamente (Abbas, 2005).

Dessa forma, nesse trabalho foram avaliadas asmat® IFNy, IL-12, IL-2, IL-5 e
IL-10 para caracterizar o padrdao de resposta gguatis vacinas utilizadas. As células do
baco dos animais imunizados com as diferentes remdsts vacinais foram estimuladas e a
quantificacdo das citocinas realizada no sobrenad#m cultura. A auséncia de estimulo foi
utilizada como controle negativo dos experimentasomo controle positivo foi utilizado
ConA. As células dos animais vacinados com pVAXBspGpVAXgDVaclPA,
pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac?2 foram estimuladas a pragdulFN-y quando estimuladas
com a proteina Hsp65 indicando a presenca de iiofdd especificos para peptideos dessa

proteina nesses animais. Os animais vacinados xXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e
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pVAXgDVac2 também foram capazes de responder pmdozZFN-y quando suas células
foram estimuladas com as proteinas Vacl e Vac2sguoeos estimulos especificos dessas
vacinas. No entanto, as células dos animais imdagaom a vacina pVAXhsp65 néo foram
capazes de responder frente a esses dois estimifosvacinas pVAXgDVaclPA,
pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac?2 foram ainda capazes ddumir maior producao de IFN-
guando comparadas a vacina pVAXhsp65.

Esses resultados foram importantes, pois corroboremm os dados da
linfoproliferacéo e, além disso, mostram a fung@&oea dos linfocitos estimulados e indicam
0 padrao Thl desenvolvido pelos animais imunizaas as construcdes vacinais. Além
disso, juntamente com os dados de fenoétipo celldbcam que o IFN- pode ser produzido
pelas células T CD4e T CD8 (grupos pVAXhsp65 e pVAXgDVac2 estimulados com
Hsp65). Dessa forma, esses resultados correlacioaamroliferacdo, o aumento na
porcentagem de células T CDd T CDS e a producédo de INF-€ mostram que as vacinas
pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 foram maisficientes que a vacina
pVAXhsp65.

Como ja foi demonstrado pelo nosso grupo que agéiot contra TB induzida pela
vacina DNAhsp65 é atribuida principalmente a préduge IFNy e a presenca de células T
CDS8' especificas (Lowrie, Silvat al, 1997; Bonato, Limat al, 1998), os resultados obtidos
com as vacinas pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgRv2 sugerem que essas
construcdes podem ser eficazes na profilaxia da TB.

Outra citocina avaliada foi a IL-2 que é um fater ctescimento para linfocitos T
estimulados por antigenos e é responsavel pelans&paclonal ap6s o reconhecimento
antigénico (Abbas, 2005). Os resultados corrobaram os resultados de linfoproliferacéo e
aumento na porcentagem de células T T®Z CDS8. Em relacdo a citocina IL-12 todos os

grupos apresentaram pequena producdo sem diferengaseles (dados ndo mostrados), o
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que era esperado visto que essa € uma citocinaizidad por células apresentadoras de
antigenos as quais no ensa&® Vivo SA0 responsaveis pela apresentacdo do antigeno e
estimulacao dos linfocitos T. As citocinas IL-H.e10 ndo foram detectadas nos animais dos
diferentes grupos, exceto nas ceélulas estimuladas €ConA que estimula a producao de
ambas as citocinas (dados ndo mostrados). Esses dawfirmam a presenca do padrédo Thl
sem a interferéncia de citocinas do padrdo Thzgulatorias que possam inibir a imunidade
mediada por células.

Como alguns pesquisadores acreditam que o pddrdcofalha no controle da TB
devido a presenca de células reguladoras ou dé@gddhr2 (Guyot-Revol, Innest al, 2006;
Kursar, Kochet al, 2007; Seah e Rook, 2001; Rook, 2007), a ausétesae perfil nos
animais imunizados com as vacinas pVAXgDVaclPA, pgBVaclAA e pVAXgDVac2
pode novamente sugerir a eficacia dessas conssrgdprotecédo contra a TB. No entanto, a
presenca de mecanismos reguladores da respostaldgica sdo importantes na TB uma vez
que os sintomas dessa doenca ocorrem devido sstaspmnoldgica desencadeada no tecido
alvo.

A IL-10 e TGF$, como ja foi mencionado, séo importantes citocier@solvidas na
inibicdo da ativacdo de macrofagos e de célulaBTrespectivamente (Abbas, 2005). Dessa
forma, elas sdo moléculas importantes para reqdancdes inflamatorias no tecido do
hospedeiro. A IL-10 é importante, no entanto, destran papéis controversos na
imunopatologia da TB. Um trabalho do nosso gruponatestra aumento de IFN-
diminuicdo de IL-10 com consequente protecao comtiidB e preservagdo do parénquima
pulmonar em camundongos vacinados com DNAhsp65 lexaga a lipossoma, entretanto,
outro trabalho mostra aumentos dos niveis de WFNIL-10 juntamente com protecdo e
preservacdo do parénquima pulmonar em camundongcgsados e desafiados colwh.

tuberculosigGoncalves, Bonatet al, 2007; Rosada, De La Tore¢ al, 2008). Dessa forma,
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a citocina IL-10 e outros mecanismos de regulagm importantes na preservacao da
integridade pulmonar e precisardo ser avaliadogxgerimentos de profilaxia contra a TB
com as vacinas pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgRlv2.

Outra avaliacdo importante ap0s a administracdairda vacina € a avaliacdo da
presenca de células de memdria uma vez que emswaEsms 0 aumento no nimero dessas
células esta relacionado com aumento da protegéoacdeterminada infeccdo (Badovinac e
Harty, 2006). Dessa forma, foi avaliado o perfiisdcélulas com relacdo ao fenotipo de
memoria. Varios marcadores de superficie sdo aditiz para caracterizar as células de
memoria, CD27, CD44, CD62L, CD127 e CCR7 entre asutiEstudos sugerem que a
expressdo de moléculas de “homing” como o CD62LE&C&R7, que implicam na retencao
das células nos o6rgéos linfoides secundarios, peagemsados para diferenciar os subtipos de
meméria, CD62P"CCR7*" para meméria efetora, e CDEH'CCCRT'Y" para memodria
central (Sallusto, Geginadt al, 2004). Entretanto, trabalhos mais recentes sopgeue o
fenotipo celular de superficie pode ser falho emactarizar os atributos funcionais das
células de memoria (Badovinac e Harty, 2006). Ddes@a, muitas vezes é importante
identificar as citocinas produzidas por essas @Emdés celulares, além de caracterizar seus
marcadores de superficie.

A maioria das células T CD8ap6s uma infeccdo aguda apresentam, além de
marcadores de superficie para células efetorasugfiodalta de IFN; média de TNFe e
nenhuma producéo de IL-2. Ao contrario, apos aiefigéo do antigeno, além do fendtipo de
memoria central na superficie, essas células apesealta producdo de IFNe TNFa e
média de IL-2 (Sallusto, Geginatt al, 2004; Badovinac e Harty, 2006) mostrando a
importancia em se analisar o estado funcional didmips de memoria, pois sdo essas

caracteristicas que determinar&o a protecao.
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Apesar da importéancia em se determinar a expredsadtocinas pelas ceélulas de
memoria e a comum utilizacdo dos marcadores defstipeCD62L e CCR7 para caracterizar
essas ceélulas os marcadores utilizados nessehwaloaam o CD62L e o0 CD44, que também
€ um importante marcador na definicdo de célulamédmoéria. O receptor CD44 promove
adesdo nas células endoteliais e matriz extracedutss linfécitos efetores apresentam alta
expressdo dessa molécula (Lesley, Hyreal, 1993; Abbas, 2005). O marcador CD62L e
uma L-selectina com funcéao de reter os linfocitaven e de memaria nos orgaos linféides
periféricos (Rainer, 2002; Abbas, 2005). A avalac&sses fendtipos € importante apos a
vacinacdo, pois se espera que as imunizagfes pammovdesenvolvimento de células de
memoria capazes de responder efetivamente a uracgihge reestimulo (infec¢éo).

Os resultados obtidos com a analise do fendtipocdagas T CD4de T CD8 em
relacdo a porcentagem de células de meméria (B0@82L") demonstraram que n&o houve
diferencas entre os distintos grupos experimengaiimulados com Hsp65 (dados néo
mostrados), Vacl e Vac2.

Como a vacinagado gera células de memoéria e umaafaiftarnativa de definir essa
populacdo € sua expansdo vigorosa apdés o reestifBddovinac e Harty, 2006),
esperdvamos verificar um aumento na populacdo delasé de memoria efetora
(CD44"CD62L°) nos grupos imunizados com as construcdes vaapais o estimulex vivo
com as proteinas especificas. Os resultados deraongtie houve proliferacéo celular apés o
estimulo e ocorreu um aumento nas populacées degdl CD4 e T CDS§, no entanto, esse
aumento ndo pode ser correlacionado ao fenétipmeladria, pois a analise ndo foi bem
sucedida. Uma hipétese para justificar a falta attod conclusivos é a metodologia utilizada
uma vez que a populacdo de células de memodria éepaqge dificil de ser analisada
dependendo da quantidade de eventos avaliadositporetria de fluxo. Além disso, essa

populacédo é dificil de caracterizar devido aos rdive marcadores que as identificam. Dessa
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forma, se tivessemos avaliados mais eventos, usad® marcadores de memoria ou a
tecnologia de tetrameros de MHC-antigeno que isdllas especificas ao antigeno
poderiamos caracterizar melhor essa populacao tendesultado diferente.

Além dessa hipotese, alguns trabalhos mostram gjulalas T CD8de memoria
secundaria (geradas ap0s mais de uma imunizacaogxpiessam rapidamente o marcador
CD62L, apesar de sustentada producédo de granzimafiEacia na protecdo. Além disso,
apesar das células T CD8e memoria apresentarem robusta capacidade patilife, as
estimulacdes sucessiveis podem provocar um dealmiproliferacdo indicando que essas
células séo capazes de sofrer sucessivas, mas fitilisdes (Masopust, H al, 2006).

No entanto, apesar dos dados nao conclusivos ddgodp de células de memoria, a
proliferacéo celular e a resposta funcional daslagl(producdo de IFM) indicam a eficacia
das vacinas construidas em gerar resposta celdlEm disso, pudemos concluir que os
peptideos das proteinas Vacl e Vac2 sao geradasinante no processamento da proteina
Hsp65 e de forma correta mesmo estando fusionaghsoaroteina D e mesmo na auséncia
de espacadores entre os epitopos que facilitanocegpsamento (Velders, Weijzen al,
2001; Wang, Sunet al, 2004). A retirada de uma porcdo central da gDcif(a
pVAXgDVaclPA) ndo prejudicou sua atividade adjueard eliminacdo de uma porgéo
central da gD pode até melhorar a resposta imuial@aso a conformagéo gerada exponha
ainda mais o sitio de interacdo ao seu receptearbae colaboradores (2008) demonstraram
que a fusdo de um peptideo no interior da gD o d& enzima\pad alterou a conformacéo
dessa proteina (forma sollvel) afastando a porcéaninal da por¢cdo de interacdo com o
receptor HYEM o0 que nao prejudicou sua interagao.

A presenca da gD pode ser um fator preponderameeiteor resposta das células dos
animais imunizados com as vacinas construidas reslsalhno em comparacdo a vacina

pVAXhsp65. Lasaro e colaboradores (2008) mostraraohiente que vacinas de DNA
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construidas com a gD induziram maiores titulos me@pos e porcentagem de células T
CDS8' produtoras de IFN-quando comparadas a vacinas que ndo apresentagane aessa
proteina. As vacinas pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA &/AXgDVac2 expressam 0S
epitopos em fusdo com a proteina gD que interage s®u receptor HVEM presente em
diferentes células do sistema imunolégico (Montggm@/arneret al, 1996). Essa interacao
pode levar a uma melhor ativacdo da imunidade ic@ata producéo de IL-12 que induz um
padrdo Thl de resposta (Medici, Sciortetal, 2003; Pollara, Jonext al, 2004) e melhora a
ativacdo dos linfocitos T epitopo-especificos. Aldisso, a gD pode também interagir com
seu receptor presente nos linfocitos T, no entamdio, ha trabalhos que descrevem essa
interacao.

Os resultados demonstram, portanto, o grande patetias trés vacinas de DNA
construidas em gerar uma resposta imunolégica déaparhl, importante no combate a
tuberculose. Os resultados apresentados nesselhtralmgerem que as vacinas
pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac2 podem sefi@zes na profilaxia da
TB e apresentam uma nova estratégia em relacaoimav@NAhsp65 devido a presenca da

proteina gD.
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7.0 CONCLUSOES

» As vacinas pVAXgDVaclPA, pVAXgDVaclAA e pVAXgDVac bem como o vetor
pVAXgD foram corretamente construidos e caractddgacomo observado pela reacdo em
cadeia da polimerase, digestdo com endonucleasggrsciamento, avaliacdo dos transcritos

e da proteina;
» As construcdes vacinais induziram o padrdo Thiedposta, com producdo de anticorpos
do subtipo IgG2a, inducdo da proliferacdo celufapducdo de IFN- e aumento na

porcentagem de células T CD& T CDS;

» As vacinas induziram melhor resposta do que magyAXhsp6b.
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ANEXO

Anexo 1: Protocolo do gel de poliacrilamida utilizado nesabalho

Gel de Resolucéo 13,5%
Volume para 2 géi
Bis Acrilamida (0,8% : 30) | 5,63 mL

U)

Agua mili-Q 97,5uL
Tampao do gel (3M)* 3,53 mL
Glicerol (pesar) 1,43 ¢
TEMED 9uL
Persulfato de Amoénio (10%)90 L
Total ~12,5mL

Gel de Empilhamento Volume para 2 géi

UJ

Bis Acrilamida (0,8% : 30) | 0,53 mL

Agua mili-Q 2,48 mL
Tampao do gel (3M)* 0,99 mL
TEMED 4,8 uL
Persulfato de Amonio (10%)48 pL
Total ~4,5mL

*Tampéo do gel (3M):

Tris 3M = 36,349

SDS 0,3% = 0,39

Agua milli-Q g.s.p. = 100mL
pH 8,45

Tampéo da Cuba:

Tris 0,1M = 6,055¢

Tricina 0,1M = 8,969

SDS 0,1% = 0,59

Agua mili-Q g.s.p. = 500mL

pH 8,25

Iniciar a corrida & 30V constante até a amostnaend gel de resolucéo (~1h) depois mudar

para 100V constante.
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Anexo 2:Gel de agarose da caracterizagdo do vetor pVAX wadina pVAXhsp65 também
utilizados nesse projeto. A producdo e caracteizagessas construcées vacinais sao
realizadas da mesma forma que as outras vacinafoepela clivagem realizada com a
enzimaBanH]I (Invitrogen) ao invés da enzintdindlll. L-marcador de 1Kb (Invitrogen), 1-
pVAX fechado, 2-pVAX clivado com a enzim8anHI|, 3-pVAXhsp65 fechado, 4-
pVAXhsp65 clivado com a enzimBanHl. Ambos os plasmideos apenas linearizam com a
clivagem, pelo tamanho podemos caracterizar o p\daX3000pb e o pVAXhsp65 de 6000pb
(3000pb do vetor + 3000pb do inserto hsp65).

Anexo 3: “Western blot” utilizado-se o anticorpo anti-Vapéara confirmar a expressao da
proteina Hsp65 codificada pela vacina pVAXhsp65nadrcador — proteinas com massas
moleculares conhecidas foram usadas como marcadaresigracdo (Fermentas), 1-células
HEK transfectadas com pVAXhsp65, 2-células HEK gfactadas com pVAX. M-meio P-

sedimento celular, S-sobrenadante celular. O Whestarelou a banda da proteina Hsp65

(56,89kDa) no sedimento e sobrenadante celulares.

170 L M1 P1 S1 M2 P:
130

95
72
55kDa —»
43
34
26

17
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Anexo 4: Andlise eletroforética da Hsp65 expressa e padfic A proteina Hsp65 foi
expressa a 30°C por 16 horas a partir da adic@3deM de IPTG e purificada em condi¢cbes
desnaturantes por cromatografia de afinidade nceiywaAkta Purifier com a coluna HiTrap
Chelating HP5mL. L-marcador (Invitrogen), l-cultumates da adicdo do IPTG, 2- apés
inducdo com IPTG, 3-sobrenadante apos lise celHEisp65 purificada (64,15kDa).

115.%
82,8kDa —»
64,2kDa —»

48,8

37,1
259

19,4
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