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RESUMO

Os papilomavirus incluem virus de DNA circular, geralmente envolvidos em lesdes benignas
do epitélio e mucosas. No entanto, alguns papilomavirus apresentam potencial oncogénico
levando ao desenvolvimento de doencas como a papilomatose bovina. Atualmente, é sabido
que a proteina L2 que compde a estrutura do capsideo, e alguns de seus epitopos sdo capazes
de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes. Além disso, a oncoproteina E5 ¢é
responsavel pelo crescimento e transformacdo celular, sendo o principal gene de
transformacdo em bovinos. Entretanto, ndo existe disponivel vacina comercial eficaz contra a
infeccdo pelo BPV. Dessa forma, o presente trabalho consiste na construcdo de candidatos
vacinais por meio de vacina de DNA contra a infeccdo por BPV. Para tal, tivemos como
objetivo especifico a construcdo de vetores vacinais a partir do plasmideo pCl-neo e
avaliamos in vitro a expressao dos respectivos antigenos em células de mamiferos. Os genes
escolhidos para o estudo, L2 selvagem e o seu epitopo contido entre os aminoacidos 11 a 200,
além do oncogene E5 selvagem, foram amplificados por PCR, clonados individualmente no
vetor plasmidial pPGEM-T easy e propagados em Escherichia coli (linhagem DH5a). Em
seguida, os genes de trabalho foram previamente digeridos e subclonados no vetor pCl-neo
para expressdo em células de mamifero, incluindo o gene E5 sintético cddon otimizado.
Ambas as sequéncias foram avaliadas por digestdo enzimaética e por sequenciamento. A
avaliacdo da funcionalidade das construcbes foi realizada pela expressdo das mesmas em
cultura de células embrionarias do Rim Humano (HEK-293 - Human embrionic kidney cell)
seguida por andlise da expressao génica via RT-PCR e dos extratos proteicos por SDS-PAGE

e Western-Blot. Os resultados obtidos apresentaram a expressio dos genes L2", L2 112

E50timizado

e
confirmada por RT-PCR. No entanto, a producéo das respectivas proteica néo foi
detectada pela analise via immunoblotting, demonstrando que melhorias no protocolo sdo

necessarias.

Palavras-chave: Papilomavirus bovino. Vacina de DNA. Expresséo heterologa.



ABSTRACT

Papillomaviruses are circular DNA viruses, generally involved in benign lesions or the
epithelium and mucous membranes. However, some papillomaviruses present oncogenic
potential leading to the development of diseases such as bovine papillomatosis. Currently, it is
known that the viral capsid L2 protein and some of its epitopes are capable of inducing the
production of neutralizing antibodies. In addition, the E5 oncoprotein is responsible for cell
growth and transformation, being the main transformation gene in cattle. However, no
effective commercial vaccine against BPV infection is available. Thus, the present work
consists of the construction of vaccine candidates by means of DNA vaccine against BPV
infection. For this propose, we specifically aimed to construct vaccine vectors from the
plasmid pCl-neo and evaluated the expression of the respective antigens in vitro in
mammalian cells. The genes chosen for the study, the entire L2 sequence and its epitope
contained between the amino acids 11 to 200 and the wild-type E5 oncogene, were amplified
by PCR, individually cloned into the pPGEM-T easy vector and propagated in Escherichia coli
(strain DH5a). Then, the working genes were pre-digested and subcloned into the pCl-neo
vector for expression in mammalian cells, including the synthetic codon optimized E5 gene.
Both sequences were evaluated by enzymatic digestion and sequencing. The evaluation of the
functionality of the constructs was performed by gene expression in Human Kidney embryo
cell (HEK-293) followed by analysis of the gene transcription via RT-PCR and of protein
extract via SDS-PAGE and Western Blot. The results obtained showed the expression of the
genes L2" L2120 and E5%P™MZ confirmed by RT-PCR. However, production of the
respective proteins was not detected by immunoblotting analysis, demonstrating that

improvements in the protocol are required.

Keywords: Bovine Papillomavirus. DNA Vaccine. Heterologous Expression.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura e os seus derivados sdo um dos principais destaques do agronegocio
brasileiro no cenario local e mundial. O Brasil desde o ano de 2004 esta entre os lideres na
exportacdo de carne bovina com um quinto da carne comercializada internacionalmente e
vendas em mais de 180 paises. O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo,
com cerca de 200 milhdes de cabecas e estd em 6° lugar do ranking dos paises produtores de
leite. As atividades relacionadas aos dois segmentos principais, carne e leite, representam
lucro aproximado de R$ 67 bilhGes. Além disso, € uma atividade presente em quase todo
territorio brasileiro, o que demonstra a importancia econémica e social da bovinocultura para
Nosso pais.

Entretanto, algumas doencas possuem potencial para causar prejuizos consideraveis
para o setor, principalmente naqueles animais de importancia econdmica, como o gado. A
papilomatose bovina é uma doenca infectocontagiosa causada pelos papilomavirus bovino -
BPV. Os BPVs apresentam natureza mucoepitelial, e caracterizam-se por exibirem tumores
epiteliais e fibropapilomas, além de estarem dispersos por todo territério mundial.

Contudo, a doenca ainda ndo possui notificacdo compulséria, e € muitas vezes
ignorada pelos criadores. Ademais, as recentes descobertas da sua relagdo com determinados
tipos de cancer em espécies de répteis, aves e mamiferos apontam uma maior preocupacéo
com medidas de contencdo e prevencdo da mesma. Atualmente, 13 tipos de BPVs estdo
descritos, sendo classificados de acordo com critérios histopatologicos, imunolégicos e
moleculares. O BPV 2 esta relacionado com o cancer de bexiga urinaria, fibropapilomas e
papilomas epiteliais, além de ser um dos tipos mais frequentes em territorio nacional.

Apesar da importancia da doenca, ainda ndo existe uma medida efetiva de sua
prevencdo e controle. Por isso, um dos metodos mais utilizados pelos criadores para seu

controle € a auto-vacinacao, baseada em extrato bruto de verrugas retiradas do proprio animal.
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Porém, este método ndo apresenta muito sucesso, e expdem o animal a outros tipos de
infeccdes. Portanto, se faz necessario e € muito aguardada uma estratégia vacinal para esta
doenca, uma vez que nao existem vacinas comerciais disponiveis.

Diversos estudos observaram a eficacia de vacinas contra a infec¢do pelos PV
utilizando-se os genes precoces da infeccdo como a oncoproteina E5. A oncoproteina E5 é
conhecida por desempenhar atividade de transformacdo celular, ao ligar-se e ativar o receptor
PDGFp - PDGFB-R - Platelet-derived growth factor S receptor. As caracteristicas de E5
incentivaram um recente crescimento de estudos para o desenvolvimento de vacinas
terapéuticas baseadas no gene E5 de HPV. No entanto, existem poucos trabalhos explorando o
papel de E5 como estratégia vacinal terapéutica contra a infeccédo pelo BPV.

Outros estudos baseiam-se no gene L2 de expressao tardia e que compdem o capsideo
viral, ou no seu produto génico. Além disso, é sabido que alguns epitopos da proteina L2 sdo
responsaveis por elicitar uma resposta cruzada entre os diversos tipos de PVs, o que torna o
estudo com BPV um modelo experimental vidvel, de baixo custo e de interesse econdmico
para o desenvolvimento de estratégias contra a infecg¢do pelos HPVs.

Dessa maneira, 0 presente trabalho visa o desenvolvimento de construgdes vacinais
contendo o gene E5 e L2 do papilomavirus bovino tipo 2. Além disso, espera-se confirmar a
atividade dessas construcbes por expressao em sistema de expressdo eucarioto,
especificamente em células de mamiferos HEK-293.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS E ECONOMICOS DA DOENCA

Segundo a United States Department of Agriculture - USDA (2014) e a Foreign
Agricultural Service - FAO (2015), o Brasil é o maior exportador de carne do mundo, sendo
esta uma das principais commodities agricolas de exportagdo brasileira. Entretanto, a maior

parte de seu consumo, ainda é destinada ao mercado interno. Além disso, o Brasil possui 0
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maior rebanho comercial do mundo, ocupando o 6° lugar entre os paises que mais produzem
leite e 0 2° lugar do ranking entre os maiores produtores de carne mundial. Ainda segundo
dados da FAO (2015) ha previsdo do aumento do rebanho brasileiro pela forte demanda
internacional, e uma estimativa de crescimento médio de 2,7% ao ano nas exportacfes de
carne bovina, o que pode elevar o chamado Mt (equivalente a peso da carcaga) chegando a 2,6
Mt em 2024. Estima-se que também havera um aumento de 1,1% na taxa média da producéo
de carne para 0 ano 2024. O conjunto de dados apresentados aponta para o grande papel
econémico do gado na agropecudria brasileira (Figura 1) e consequentemente a relevancia de
pesquisas que venham a colaborar com o desenvolvimento do setor.

Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne
(ABIEC, 2016), no ano de 2015 as exportacdes de carne bovina geraram receita de US$5,9
bilhGes, representado assim, 3% de tudo o que o Brasil exportou em 2015, tendo como
principais destinos internacionais Hong Kong (18%) e Unido Europeia (14%). A cadeia
produtiva da pecuéria no Brasil movimentou valores acima de R$483,5 bilhdes no mesmo
ano, além de possuir 209,13 milhdes de cabecas de gado que se concentram principalmente
nas regides Centro-oeste, Sul e Sudeste. Igualmente, o setor possui importancia em setores
que empregam (fazendas e industrias) tendo os valores de salarios e encargos dos funcionarios
somados mais de R$11,37 bilhdes.

Outro importante setor econdmico mundial esta ligado a cadeia produtiva do couro e
tem seu inicio na pecuaria, e apresentando entre os anos 2012 e 2013 crescimento de 20% nas
exportacdes brasileiras, gerando um lucro acima dos US$ 2 bilhGes. Dentre todos os estados
brasileiros, Rio Grande do Sul, Séo Paulo e Goiéas lideram as exportacées do couro no Brasil,
que tém como principais destinos a China, a Italia e os Estados Unidos (Brasil, 2015).

A papilomatose bovina é uma doenca infectocontagiosa que pode comprometer

severamente a lucratividade do rebanho, cujos sinais clinicos decorrem da infeccdo pelo
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papilomavirus bovino (BPV). A infeccdo quando sintomatica é caracterizada por lesbes
hiperproliferativas conhecidas vulgarmente como verrugas de pele (Antonsson e McMillan,
2006). A doenca é causada por um grupo de virus que pertence a Familia Papillomaviridae, a
qual possui grande diversidade genética e além de infectar mamiferos, aves e répteis (Bernard,
2005).

Em bovinos, os danos causados por lesGes ao couro do animal pode levar a perda do
valor econémico do rebanho, assim como, o aumento da susceptibilidade a infeccdes
secundarias, a perda de peso e a reducao da producdo de carne e do leite. Em grande parte dos
casos na tentativa de limitar maiores gastos com o animal, bem como a disseminacdo da

doenca, adota-se o sacrificio (USDA, 2014).

m Consumo 1 Produgéo Exportagies (ebio direita)
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Figura 1: Panorama do consumo, exportagdo e producdo da carne bovina. Os dados apontam a estimativa para o

Brasil do consumo, exportacdo e produgdo de carne até o ano de 2024. Mt -peso da carcaca em milhdes de
toneladas (adaptado de OECD/FAQ, 2015).

E sabido também que ndo ha disponivel vacina comercial eficaz contra a infeccio
pelos tipos de BPVs, além de ndo haver terapia eficiente e reprodutivel para animais ja
infectados. Alguns estudos apontam para o0 uso da auto-vacina, que se baseia na administracéo

de uma suspensdo de tecidos em formol obtida a partir de verrugas dos proprios animais
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infectados como um possivel método de tratamento e inducdo de resposta humoral. Porém,
essa estratégia vacinal ndo leva a protecdo contra todos os tipos virais existentes, e ainda ndo
h& um consenso sobre os reais efeitos da protecdo promovida pela auto-vacina (Turk et al,
2005).

2.2 ORGANIZACAO GENOMICA DO PAPILLOMAVIRUS

Os papilomavirus sdo virus pequenos, que possuem uma estrutura icosaédrica, nao
envelopados e medem cerca de 55nm. Seu capsideo apresenta 72 capsdmeros, formados por
pentameros da proteina principal L1 e também da proteina menor L2, que possui o terminal-N
voltado para a camada externa ao capsideo enquanto o terminal-C encontra-se ligado ao
genoma viral. O DNA de dupla-fita circular do virus encerra seu genoma, de

aproximadamente 8 Kb (Garcea e Chen, 2007. Campo e Roden, 2010) (Figura 2).

Capsideo Viral Capsdmero

Figura 2: Representacdo do Capsideo e Capsdmero. A. Superficie de um capsideo viral de HPV- 1. B
Representacdo do pentdmero (capsémero) que compBem o capsideo viral - proteinas estruturais L1 e L2
(adaptado de Hangensee et al, 1994).

No genoma do papilomavirus estdo presentes dois segmentos principais, as ORFs
(Open Reading Frames) e a LCR (Long Control Region). As ORFs contém sequéncias que
codificam as proteinas virais, as quais podem ser ndo estruturais, codificadas pelos genes E1,
E2, E4, E5, E6 e E7, ou estruturais, codificadas pelos genes L1 ¢ L2. Os genes “E” (early —
precoce) obedecem a um padrédo de expressdo mais imediato apds a entrada no genoma viral

no ndcleo celular, enquanto os genes “L” (late — tardio) sdo expressos nas fases finais do ciclo
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viral. Na LCR estdo contidos elementos regulatérios da transcricao e replicacdo viral, sendo
sitio de aporte de fatores virais e do hospedeiro, como apresentado na Figura 3 (Southern e

Henrrington, 1998. Campo e Roden, 2010).

ORGANIZACAO GENOMICA DO PAPILOMAVIRUS
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Figura 3: Representacdo linear genérica do genoma do Papilomavirus. Os retangulos representam as ORFs e 0s
papéis génicos estdo identificados acima. Os tragos na vertical marcam o cddon de iniciagdo. E a regido de
controle regulatério — LCR (adaptado de Nasir e Campo, 2008).

2.3 CLASSIFICACAO FILOGENETICA DO PAPILOMAVIRUS BOVINO

Os Papilomavirus sdo membros da Familia Papillomaviridae que até o presente
momento apresenta 33 géneros conhecidos e 280 tipos de PVs. Possui cerca de 170 tipos de
Papilomavirus Humano — HPV ja descritos que estdo classificados dentro de 5 géneros. Os
BPVs estdo agrupados em 4 géneros e até o presente momento somente 13 tipos sdo
conhecidos. O menor nimero de tipos virais identificadas dentre os BPVs comparado aos de
HPV se deve, em parte, ao fato de existirem mais pesquisas com as formas de PVs que
infectam humanos do que com as formas que infectam os animais (Munday, 2014).

Os BPVs tipos 1, 2 e 13 estdo agrupados dentro do género Delta-Papilomavirus e os
tipos 5 e 8 no género Epsilon-Papilomavirus. O género Xi-papilomavirus possui 0 maior
namero de BPVs ja identificados, sdo os tipos 3, 4, 6, 9, 10, 11 e 12. Enquanto o género mais

recente identificado possui apenas o tipo 7 como seu representante (Rector e Ranst, 2013).

2.4 CICLO VIRAL DOS PAPILOMAVIRUS
O ciclo viral dos papilomavirus relaciona-se fortemente com a diferenciacdo epitelial,

uma vez que se replica no epitélio escamoso estratificado da pele e de mucosas, 0 que
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caracteriza o tropismo celular desses virus. O inicio do processo infeccioso ocorre na camada
basal do epitélio, por meio de microlesdes ou abrasfes superficiais e que adentram até a
camada basal. No entanto, para que ocorra a liberacdo de seus virions ndo envelopados ha
necessidade da ruptura celular normal, sendo mais comumente observada proxima a
superficie do epitélio. Apds a infeccdo viral, sdo necessarias algumas semanas para liberacao
dos virions para que o queratindcito basal, apos infectado, submeta-se a diferenciacdo e
descamacdo (Stanley, 2005; Buck et al., 2005).

A expressdo dos genes virais precoces da infeccdo inicia-se na camada basal enquanto
0S genes estruturais sdo expressos nas camadas celulares apicais da epiderme infectada. Os
papilomavirus codificam duas proteinas estruturais formadoras do capsideo viral, L1 e L2,
referidos como genes tardios da infeccdo, que compdem o capsideo e permitem a inser¢do do
genoma viral recém-sintetizado. A medida que as particulas virais amadurecem, ocorre a
divisdo celular que coloca as células filhas hospedeira mais proxima a camada apical do
epitélio. Queratindcitos em estagio final de diferenciacdo liberam particulas virais durante a
descamacao da regido queratinizada do epitélio (Figura 4) (Campo, 1997; Doorbar, 2005).

Quanto ao aparecimento das lesGes provocadas pelo virus, o tempo pode variar entre
semanas e meses, evidenciando que o virus pode evadir o sistema imune e também se manter
em estado de laténcia nas camadas basais, por longos periodos. Isso é possivel, pois algumas
proteinas sdo responsaveis por atrasar a condensacao nuclear, e entdo, permitirem a replicacéo
viral. Entretanto, ndo acompanha sinais de inflamacdo, o que pode levar a uma infecgédo
persistente, sem que o sistema imune do hospedeiro detecte a presenga viral (Stanley, 2005).

Todas essas caracteristicas dos papilomavirus dificultam a tarefa de mimetizar a
diferenciacdo do epitélio estratificado em culturas de células e tem sido um desafio para o

estudo do ciclo de vida desses virus, o que também é um fator limitante a8 montagem de um
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sistema de propagacdo em laboratério que permita a producdo de virions para fins vacinais

(da Silva et al., 2001).
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Figura 4: Ciclo de infec¢do do Papilomavirus - PV. Esquema demonstra 0 modo de entrada do virus PV nas
células, por microtraumas. O virion deve se estabelecer na camada basal onde ocorrera replicacdo genémica
“genes precoces” (células com nticleo azul). Na camada suprabasal ocorre produgdo de proteinas formadoras do
capsideo viral, L1 e L2 “genes tardios” (células com nticleo verde). Somente ocorrem formas virais maduras nas
superficies da epiderme (adaptado de Lowy e Schiller, 2006).

No inicio da infecgéo, abrasdes nas camadas celulares possibilitaram a entrada dos
virions, que depois de introduzidos, nas células basais do epitélio perdem o capsideo e se
mantém em baixo ndmero de clpias genbmicas epissomais. As proteinas virais do PV, E1 e
E2 estdo relacionadas com a manutencdo do DNA viral em sua forma epissomal e garantem
uma segregacéo correta do genoma durante a diviséo celular (Doorbar, 2005).

A proteina E2 atua como fator de transcri¢do, onde desempenha um papel de estimular
a ligagdo da proteina E1 a origem de replicacdo, especificamente, na regido LCR, com isso,
possibilitando que E1 desempenhe sua atividade helicase dependente de ATP, a qual leva a
replicacdo do DNA viral (Yang et al, 1991). Nos HPVs a proteina E2 atua também como
repressora das atividades dos oncogenes E6 e E7, como visto no trabalho de Schwarz et al.

(1985). Ambos os genes E6 e E7 s&o relacionados com fungfes que interferem na regulacéo
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do ciclo celular. E7 ao se ligar com pRb, uma reguladora negativa do ciclo celular, dispara a
atividade da proteina E2, que sinaliza para transcricdo e producao de outras novas proteinas
necessarias a replicacdo do DNA viral (Doorbar, 2005).

Diferentemente, as oncoproteinas E6 e E7 possuem importancia relativa diferenciada
na transformacdo celular, variando de acordo com os tipos virais de BPVs. Os
Deltapapilomavirus expressam os genes E5, E6 e E7, e os Xi papilomavirus ndo expressam o
gene E6 (Campo, 2006). A oncoproteina E6 de BPV interage e inibe a transcri¢cdo do co-
ativador p300, e inibe o papel do supressor p53, assim como nos HPVs (Zimmerman et al.,
2000). Estudos recentes revelaram que a oncoproteina E7 dos Delta-papilomavirus pode ligar-
se ao alvo celular p600 e induzir transformacéo celular (Nasir e Campo, 2008).

A etapa do empacotamento do genoma viral s6 se inicia quando ha producdo das
proteinas L1 e L2 (figura 5). Para que isso ocorra, E2 recruta a proteina L2 para regides de
replicacdo antes mesmo da expressdo da proteina L1 e montagem do capsideo icosaedro. A
principal proteina formadora do capsideo L1 é composta por 72 pentdmeros, ja a proteina L2
possui 12 cépias. L2 consegue cruzar o capsideo e ligar-se ao genoma viral, além do seu papel
importante na infeccdo, o de se ligar-se a receptores e facilitar a conducdo dos virions para o
nacleo celular. (Pereira et al, 2009; Buck, 2005). A expressao das proteinas estruturais s esta
presente nas camadas superiores do epitélio escamoso, ndo sendo detectada nas camadas
basais infectadas por PV, compativel com o empacotamento do genoma viral que ocorre nessa
etapa (Wang e Roden, 2013). Para que ocorra a propagacao viral, o virus precisa escapar do
sistema imune, e também sobreviver em meio extracelular apds ser liberado da célula
infectada. Além disso, ap0s a sua maturacdo nas superficies do epitélio os virions séo

liberados juntos por descamacéo natural (Doorbar, 2005).
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Figura 5: Ciclo produtivo viral. Representacdo esquematica da pele demonstra padrdo da expressdo dos genes
“E” (early — precoce) e “L” (late — tardio) e revelacdo da migracdo das células infectadas para a superficie do
epitélio (Adaptado de Doorbar, 2005).

2.5 PAPILOMAVIRUS BOVINO (BPV)

A papilomatose bovina (PB) é a doenca originada pela infeccdo com os variados de
tipos de papilomavirus bovino, que comumente atinge animais com idade inferior a dois anos.
As lesdes geradas por essa infecgdo podem levar ao desenvolvimento de tumores de natureza
benigna, podendo algumas vezes progredir para as formas mais graves (Monteiro et al, 2008).
Os papilomavirus sdo caracterizados por se apresentarem de forma espécie-especifica e com
tropismo celular. A maioria dos BPVs possui tropismo por células epiteliais, fibroepiteliais ou
por tecidos de revestimento das cavidades internas do corpo, como a mucosa (Munday, 2014),
embora a presenca viral ji tenha sido detectada até mesmo no sangue de animais infectados
(Santos et al, 2013).

Os papilomavirus sdo encontrados ao redor do mundo inteiro e a transmissao do virus
pode ocorrer via contato direto ou indireto entre animais que estejam infectados, no contato

direto com lesbes expostas e contaminadas, ocorrendo muitas vezes na ordenha desses
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animais, bebedouros, comedouros, objetos de uso comum ou até mesmo por insetos (Araldi et
al, 2015).

Além disso, infeccdes com BPV ndo possuem associacdo com género, sendo
detectados tanto em machos como em fémeas, nem apresentam associacdo com idade
especifica entre os animais. Recentes estudos, como o de Batista (2013) e Claus et al (2008)
demonstraram que ndo hd um padrdo geografico de distribuicdo entre os tipos virais
conhecidos, indicando que os BPVs podem estar dispersos de forma igualitaria entre o
territorio brasileiro.

A maioria dos BPVs sdo epiteliotroficos, contudo, os tipos virais pertencentes ao
género Delta-papilomavirus, mesmo caracterizados por sua preferencia em infectar os
fibroblastos, também apresentam potencial de infeccdo de ceélulas do epitélio superficial,
mesenquimais e sanguineas. E que podem ocasionar tumores benignos ou malignos da pele

e/ou mucosa (Santos et al., 2013. Roperto et al, 2015. Munday, 2014).
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Figura 6. Diferenca entre papiloma e fibropapiloma. A. Estroma de papiloma infectado com BPV 3. B. Estroma
de fibropapiloma infectado com BPV 2. Seta apontando para a organiza¢do fascicular dos fibroblastos (Adaptado
de Araldi et al, 2015).

Os papilomas mucocutaneos, ou mais vulgarmente conhecidos como verrugas, Sao
muito comuns em animais jovens e a maioria dos bovinos em alguma fase da vida ira
desenvolvé-las. As verrugas animais possuem muita similaridade com as apresentadas em
humanos. Além disso, existem estudos que confirmam os treze tipos de BPVs (exceto o BPV
4) como causa dos papilomas cutaneo e fibropapilomas. Os fibropapilomas séo originados da
proliferacédo do tecido fibroso e mesenquimais que reveste as cavidades internas da mucosa, e
que sdo cobertos por um epitélio hiperplasico com atividade produtiva (Tessele e Barros,
2016; Munday, 2014) (Figura 6).

Dentre os 13 tipos de BPVs conhecidos, exclusivamente os tipos 1 e 2 adquiriram a
aptiddo de infectar tanto as células epiteliais como mesenquimais (Roperto et al, 2015) e os
tipos BPV-1, BPV-2, BPV-13 podem infectar tanto os equideos como os bovinos, e
ocasionalmente, levar ao surgimento de tumores (Munday, 2014). Os BPVs 1 e 2 estdo ambos
associados as verrugas na pele e cancer de bexiga urinaria, enquanto o BPV 1 é associado aos

papilomas no pénis (Campo, 2002). O BPV tipo 2 estd associado aos casos de cancer de
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bexiga urinaria ou carcinoma urotelial, além disso, a proteina E5 € a mais expressa em casos
de cancer derivados da infecgdo cujos tipos virais estdo agrupados dentro do género Delta-
papilomavirus (Roperto et al, 2015). Ha ainda, uma associacao estabelecida entre a infeccao
por BPV e modificacdes celulares induzidas pelo pastejo de samambaia (Pteridium
aquilinum) podendo contribuir para o desenvolvimento de cancer do trato alimentar (BPV-4)

e o0 cancer de bexiga (BPV-2) (Borzacchiello e Roperto, 2008) (Figura 7).

Figura 7: Tumor de bexiga urinaria de bovinos. A. Células normais da bexiga. B. Células neoplasicas da bexiga
— Confirmagéo por Imunohistoquimica da proteina L1) (Adaptado de Roperto et al, 2013. Borzacchiello e
Roperto, 2008).

Apesar da relacdo infeccdo e a indugcdo de lesdes malignas ja encontrar-se bem
instituida (Araldi et al, 2015) os casos de tumores de bexiga em bovinos estdo comumente
associados com a sindrome da hematdria enzodtica (HE), que possui como fator
desencadeante a ingestdo prolongada de brotos de samambaia. No entanto, evidencias

epidemioldgica sugeriram o estabelecimento da infeccdo viral como fator importante e
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causador da progressdo maligna dessas lesdes, isso devido articulagdo entre os agentes da
infeccdo presentes nos bovinos e 0s compostos mutagénicos e imunossupressores presentes
nessa planta (Wosiacki et al, 2002) que podem entdo induzir a ativacdo da expressao dos
genes virais, como E5 e E7. H& ainda, casos de cancer de bexiga e a infeccdo por BPV 2
coassociados ao aumento da atividade da telomerase, super expressdo dos genes das
isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e 2) e do oncogéne H-ras, bem como, a ligacdo da
oncoproteina E5 ao receptor receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta PDGF-

(Borzacchiello e Roperto, 2008) (Figura 8).
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Figura 8: Esquema representando a carcinogénese em bexiga urinaria em bovinos que ingerem o broto de
samambaia e eventos celulares relacionados a essa interacéo (Borzacchiello et al., 2008).
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Em Carvalho et al (2013), amostras obtidas de 72 lesdes em gados de Pernambuco e
Bahia, exibiram co-infeccdo por diversos tipos de BPV. Uma alta ocorréncia dos tipos 1 e 2
de BPV foi detectada, e além disso o BPV 3, que é uma forma rara e pouco conhecida,
também foi detectada na maioria das amostras. Além desses tipos citados anteriormente, 0s
BPVs 5 e 6, que sdo comumente associados a lesdes nas tetas também foram apresentadas. Os
BPVs 8, 9 e 10, associados a lesdes cutneas também foram encontrados. Esses dados

apontam para os principais tipos de BPV incidentes na regido Nordeste (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de amostras infectadas com 1 ou mais tipos de BPVs

Tipo Viral Presente Freq. Absoluta Freq. Relativa
BPVtipos 1, 2,e3 2 2.8
BPV tipos 2 e 10 3 4.2
BPV tipos 2 e 3 21 29.1
BPV tipos 2,3 e 10 13 18.1
BPV tipos 2,3 e 4 10 13.8
BPV tipos 2, 3,4 e 10 4 5.6
BPV tipos 2,3e5 2 2.8
BPV tipos 2,3 e 8 1 14
BPV tipos 2,3 e 9 1 14
BPV tipos 2, 3,9 e 10 1 1.4
BPV tipos 2 e 4 3 4.2
BPV tipos 2,4 e 8 1 1.4
BPV tipos 2,6 e 10 1 1.4
BPV tipos 2,8 e 10 1 1.4
BPV tipos 10 1 14
BPV tipos 2 7 9.6
Total 72 100

Fonte: Adaptado de Carvalho et al, 2013.

2.6 RESPOSTA IMUNE CONTRA O PAPILOMAVIRUS

Os Papilomavirus (PVs) séo conhecidos por causarem lesdes no epitélio cutaneo ou da
mucosa, como as vulgarmente conhecidas verrugas cutaneas. Suas lesdes podem desenvolver-
se em tumores, geralmente benignos, e que na maioria das vezes sdo solucionados de forma
espontanea em um periodo de meses ou anos (McGarvie et al, 1995; Scott et al, 2001). No

entanto, algumas lesdes, como no caso das derivadas da infeccdo com HPV tipo 16, implicam
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na formacdo de carcinomas celulares da cérvice (Zur Hausen, 2002). Outro exemplo € o
cancer no canal alimentar dos bovinos que deriva da infeccdo com BPV tipo 4 (Campo,
1994).

Os PVs sédo agentes infecciosos considerados de sucesso, pois induzem a persistentes
infeccBes sem que para isso tenha que comprometer severamente o hospedeiro. O hospedeiro
por sua vez transmite 0s novos virions a individuos sadios, perpetuando o ciclo viral (Mariani
e Venuti, 2011). O equilibrio entre a infeccdo e o0 escape do virus contra o sistema imune do
hospedeiro é o que permite a persisténcia e propagacdo do virus. Isso ocorre ja que, na fase
precoce suas nucleoproteinas sdo pobremente produzidas no epitélio basal e ndo séo
secretadas e apresentadas ao sistema de defesa inato. Outro aspecto € que um importante
ativador da imunidade inata e da adaptativa ndo € acionado, a morte celular, o que o torna um
patdgeno fraco quando comparado a outros, e que provoca apenas uma resposta imunoldgica

lenta e baixa do hospedeiro (Frazer, 2007).

2.6.1 Imunidade inata

Nas fases iniciais da infeccdo por Papilomavirus, a primeira defesa apresentada pelo
hospedeiro advinda contra os patdgenos sdo as células dendriticas, interferons a, citocinas
inflamatdrias, neutrdfilos e macréfagos (Mariani e Venuti, 2010). Uma familia de receptores
imunoldgicos, os denominados receptores Toll-like (TLRs) localizados na superficie celular
dos endossomos reconhecem o0s patdgenos e ativam vias de sinalizacdo de respostas inata e
adaptativa (Bon, 2002). Alguns desses componentes da defesa inata, como por exemplo, 0s
Interferons (IFN) séo relatados como responsaveis pela regressao das lesbes causadas pelos
PVs. No entanto, em estudos de Um et al (2002) observou-se que a expressdo do gene E6
inibiu moléculas sinalizadoras de IFN, como as proteinas STAT 1 e 2, conhecidas por

ativarem essa via de sinalizacdo através da fosforilagdo. Além disso, quando E7 foi expresso
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levou-se a uma baixa regulacdo do fator regulador de interferon (IRF - Interferon regulatory
factor).

E sabido que nos Delta-papilomavirus a expressdo do gene E6 que ao ligar-se a p53
promove a proliferacdo celular por estimular a degradacdo desse supressor tumoral, aliado a
sua cooperacdo entre os demais oncogenes E5 e E7 contribui para transformacdo celular
induzida pelo virus. A oncoproteina E7 possui capacidade de ligar-se a uma regido especifica
da proteina p600 e impedir sua atividade normal de supressdo dos fatores de transcri¢cdo E2

virais, permitindo assim a replicacéo viral (Corteggio et al, 2011; Yim e Park, 2005).

2.6.2 Imunidade Adaptativa

Imunidade celular - As células dendriticas — (DC — Dentritic Cell) sdo células
apresentadoras de antigenos (APC - Antigen Presenting Cell) que geram a chamada resposta
celular através da captura e apresentacao de antigenos virais. Existem diferencas fenotipicas e
funcionais entre as DCs e as Células de Langerhans (LC — Langerhans cells). As LCs
produzem baixos niveis de TLRs e sdo capazes de promover resposta de células T CD8+ via
interleucina 15 (IL-15). As células DCs expressam também TLRs, e, além disso, produz IL-
la, TGF-B, IL-10, IL-12, GM-CSF, IL-6 and IL-8. O conjunto desses componentes gera uma
efetiva resposta imune celular contra o papilomavirus (Molina et al, 2013). Dentro desse
contexto, um dos primeiros estudos realizados utilizando a proteina E7 como vacina
apresentou regressao do crescimento de papilomas em bezerros, aliado a forte ativacdo de
células T especificas (Campo et al, 1993). A outra oncoproteina, E5, possui a habilidade de
ligar-se a subunidades ¢ da ATPase vacuolar (16 kDa) e formar um complexo estavel capaz
de modificar o pH de organelas como o aparato de Golgi (Roperto et al, 2014). Essa interacdo
ocorre por meio de ligacdes entre a Glutamina 17 da proteina E5 e o acido glutamico da
ATPase transmembranar levando a dificuldades no trafico intracelular e posterior

apresentacdo do antigeno para 0 MHC | e MHC 1l (Ashrafi et al, 2005). Alem disso, sua
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atividade repressora da transcricdo da cadeia pesado do MHC | contribui para evasdo do
sistema imune. Entretanto, as caracteristicas de E5 a tornam uma forte aposta para vacinas
terapéuticas que visam regressdo de tumores estabelecidos (DiMaio e Petti, 2013)

Ap0s a ativacdo do sistema inato, seus efetores podem levar a uma resposta imune
adaptativa adequada ao patogeno. Isso ocorre, pois as APCs apresentam os antigenos virais ao
complexo de histocompatibilidade 11 — (MHC — major histocompatibility complex) que ativam
células T, o que gera a secrecdo de diversas proteinas que auxiliam na sinalizam da resposta
imune. A liberacdo de citocinas pelas APCs € primordial para uma ponte entre imunidade
inata e adaptativa, sendo muito importante para vacinas terapéuticas (Stantey, 2005).

Imunidade humoral - Os linfécitos B se desenvolvem nos 0ssos e entram em sua forma
madura no sangue, e se encontram nos 6rgaos linfoides com os antigenos. Em um primeiro
encontro dos linfécitos B e as particulas virais, leva a diferenciacdo de algumas dessas em
anticorpo IgM e mais tarde na mudanca de classe para anticorpos de alta afinidade, como o
IgG antiviral. Esses anticorpos produzidos podem entdo neutralizar e remover as proteinas
virais, formando complexos que sdo conduzidos ao sistema de células fagocitarias ou as
celulas NK — natural killer (Peakman e Vergani, 1999).

Em um segundo encontro, a resposta secundaria é produzida de forma mais rapida e
com uma maior afinidade ao antigeno viral. Diferente das células T, os linfocitos B
reconhecem a conformacdo das proteinas virais naturais, sem a necessidade do
processamento, no entanto, apenas alguns antigenos séo os ideais para ativacdo dos linfocitos
B e producdo de anticorpos especificos, 0 que torna essas informacfes de muita valia para

producéo de vacinas profilaticas (Stanley, 2005).

2.7 VACINAS DE DNA
Nos ultimos 20 anos, o DNA plasmidial tem sido utilizado para expressdo de

antigenos em estudos que visam avaliar a sua capacidade de induzir respostas imunes em
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diversos modelos animais. Alguns trabalhos pioneiros envolvendo a tematica eram baseados
na vacinacdo de camundongos quando injetados em tecidos musculares (Tang et al, 1992). A
primeira vacina de DNA foi relatada por Wolff et al, em 1990, no experimento que inoculou o
plasmideo que continha o gene repérter da enzima B-galactosidase e que foi codificado em
musculo de camundongos, o que possibilitou a observacdo da transfeccdo do gene apds a
inoculacdo. Com base nisso, diversos estudos foram realizados na tentativa de avaliar a
expressao de proteinas imunogeénicas e suas respostas protetoras e/ou terapéuticas.

O virus Influenza foi objeto de estudo para avaliacdo da capacidade de epitopos de
proteinas virais clonados em plasmideos que ao serem inoculados em camundongos da
linhagem BALB foram capazes de gerar altos niveis de titulos de anticorpos, 0 que também
sugeriu que o antigeno viral estava sendo processado e entregue a molécula MHC de classe |
e Il (Ulmer et al, 1993). Entretanto, outro estudo realizado por MacGregor et al (1998)
também auxiliou a respeito do entendimento da eficacia da vacina de DNA, que teve como
alvo o virus da imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) com foco terapéutico e preventivo
da doenca, e que demonstrou seguranca na plataforma, no entanto, evidenciou baixos niveis
da imunogenicidade. Entretanto, este trabalho realizado demonstrou que a baixa resposta
imunoldégica elicitada estaria ligada a ineficiéncia das transfecgdes e seria um dos principais
fatores limitantes da aplicabilidade em terapia génica do material genetico plasmidial como
vacina profilatica ou terapéutica.

Esses primeiros resultados a respeito da inducdo de respostas profilaticas ou
terapéutica apos transfeccdo com vacinas de DNA levaram ao aumento do interesse pela
plataforma por parte da comunidade cientifica, e a busca por melhorias na atuagdo das
mesmas (Liang et al, 2000)

Com intuito de aperfeicoar os resultados obtidos até entdo, algumas modificacGes nas

construcdes plasmidiais levaram a chamada segunda geracdo de vacinas de DNA que
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possuem um melhor desempenho na resposta imune celular e humoral. Os principais ajustes
realizados estdo relacionados ao aumento da disponibilidade de novas metodologias para
entrega dos vetores plasmidiais, a otimizacdo do desenho dos antigenos, como por exemplo, a
adicdo de sitios consensos e a escolha de regides mais imunogénicas, e 0 uso de adjuvantes
moleculares (Ferraro et al, 2011).

Desde o inicio das pesquisas com vacinas de DNA muitas informacdes a respeito da
técnica foram investidas em pesquisas que propuseram tratamento e profilaxia de doencas que
acometem os animais. Tais indicios resultaram nas quatro vacinas de DNA formuladas e
licenciadas para 0 uso em animais, evidenciando que a combinacdo das melhorias propostas
para as vacinas de nova geracdo, bem como respostas imunogénicas aprimoradas sao
possiveis, e que, portanto, existe de fato um potencial comercial (Kutzler e Weiner, 2008).

Uma das mais recentes vacinas de DNA foi liberada no ano de 2007 nos Estados
Unidos para uso na terapia génica e utilizada para tratamento do melanoma maligno oral de
caes, que é baseada em um gene da familia das tirosinases, importante na sintese de melanina.
Nessa vacina € utilizado um gene xenogénico capaz de elicitar resposta imune especifica anti-
tirosinase e resposta imune de carater terapéutica, e para ultima, excelentes resultados sdo
obtidos nos estagios I1/111 da doenca (Bergman e Wolchok, 2008).

Outras trés vacinas sdo encontradas disponiveis no mercado, uma delas é contra
infeccdo pelo virus que acarreta na chamada doenca do Oeste do Nilo, que acomete o cavalo,
e teve sua licenca liberada no ano 2005 no EUA (Davidson et al, 2005. Kutzler e Weiner,
2008) além da vacina contra a infeccao pelo virus da necrose hematopoiética em salmao com
licenca liberada também no ano 2005 no Canadéa (Garver et al, 2005. Kutzler e Weiner, 2008)
e a mais recente das vacinas de DNA elaborada para estimular a produgdo de horménio de
crescimento em porcos e outros animas, com licenca liberada em 2007 na Australia (Thacker

et al, 2006. Kutzler e Weiner, 2008).
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Recentemente, novas vacinas estdo sendo desenhadas com a finalidade de induzir
respostas contra alvos especificos, como por exemplo, em Chen et al, 2016, na qual o
plasmideo recombinante de multiepitopos codificante para 15 imunogenos derivados das
proteinas nao estruturais do (DENV-1 Dengue Virus 1) foram capazes de gerar resposta de

linfocitos T citotoxicos em camundongos.

2.8 A PROTEINA E5 COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA VACINAL

Além das oncoproteinas E6 e E7, o papilomavirus bovino codifica outra oncoproteina
denominada E5 que possui 44 aminoacidos, cuja ORF encontra-se no final da regido precoce
no genoma viral. A proteina € dividida entre dois dominios, um fortemente hidrofobico e que
funciona como ancora e outro hidrofilico que interage com proteinas reguladoras importantes
da célula.

O dominio hidrofébico é o amino-terminal situado entre os residuos 1 e 32, e dentro
dessa regido h& ainda a presenca de um Unico residuo hidrofilico. Esse Unico residuo
hidrofilico, na posicdo 17 pode ser uma glutamina quando se trata da E5 do BPV-1 e
asparagina para 0 BPV-4. O segundo dominio € o hidrofilico, na porcdo carboxi-terminal,
entre os residuos 33 e 44 (Xu et al, 1993. Venuti et al, 2011. Corteggio et al, 2013).

A proteina E5 existe na forma de dimeros, devido a formacdo das ligagdes dissulfeto
entre 0s seus residuos de cisteina da porcéo carboxi-terminal das proteinas. A proteina E5 sdo
localizadas principalmente nas membranas do aparato de Golgi e do reticulo endoplasmatico

(RE) (DiMaio e Mattoon, 2001) (Figura 10).
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Figura 9: Esquema representando o dimero de E5 de BPV 1. A proteina E5 localizada em uma membrana
celular, com seu dominio C-terminal voltado para o Iimen do reticulo endoplasmético (RE) ou do aparato de
Golgi (adaptado de DiMaio e Petti, 2013).

Mesmo sendo pequena, sua composicao hidrofobica permite uma conformacéo estavel
para interacbes com outras proteinas. E sabido também que, na presenca de agentes redutores
ou em casos de mutacdo, seus dimeros podem ser convertidos a mondémeros. Além disso, é
classificada como uma proteina de transmembrana tipo Il, e sua por¢do C-terminal esta
voltado para o interior de ambientes ndo redutores, como o interior do limen do aparato de
Golgi ou do RE, e ndo para ambientes redutores como o citoplasma. Esse posicionamento
permite a protecdo dessas ligacOes dissulfeto entre suas cisteinas, e com isso,

consequentemente leva a estabilizacdo dos dimeros formados (DiMaio e Petti, 2013).

2.9 ATIVIDADE TRANSFORMADORA DE E5

A proteina E5 do BPV é conhecida por desempenhar um papel importante na inducéo
da transformacdo morfologica e formacdo de tumores, o que € devido a sua ligacdo ao
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFpB-R - platelet-derived growth
factor f receptor) e que leva a sua ativagdo constitutiva. 1sso acontece porque E5 interage
com o receptor PDGF, pelos seus dominios de transmembrana, onde se situa a glutamina
(GIn 17), e que além sua importancia para a dimerizacdo de E5, revela se importante para a

interacéo e ativagéo do receptor — PDGFp. Outro dominio importante de E5 para ativagéo do
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receptor é o residuo asparagina (Asp 33) da regido de justamembrana. Os residuos de
cisteinas, que também sdo importantes para formacdo homodimeros de E5, se mostram
também necessarios na interacdo com o receptor (Venuti et al, 2011). Os complexos estaveis
de E5 que sdo formados, ndo possuem atividade enzimatica ao se ligarem ao PDGFpB-R, mas,
assim como o fator de crescimento natural das células - PDGFp, também podem levar a
dimerizacdo do receptor, devido a autofosforilagdo dos residuos de tirosina que estdo
presentes nas suas subunidades. A cascata de sinais gerada, consequentemente leva a
proliferacdo celular. Portanto, a ativacao constitutiva do PDGFp-R € devido a sua estimulacao
via transfosforilacdo induzida por E5 (DiMaio e Mattoon, 2001; Schapiro et al, 2000) (Figura
11).

Além do papel transformante, a proteina E5 pode interferir negativamente na
expressao do MHC classe I, tanto em HPV quanto em BPV, o que evidencia o papel
importante de E5 na evasdo do sistema imune, logo no inicio do processo de infec¢do e

demonstra sua importancia como alvo de pesquisas (Venuti et al, 2011).

A B c D
Receptor PDGF Inativvo Receptor PDGF Ativado Receptor PDGF Ativado por ES
Fl] Dimeros de[::‘,-
o Gl 4
Dimeros de PDGF
- Extracelular
3 Membrana L \ N
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% % | Intracelular
N /¢
Receptor PDGFR.

Figura 10: Interacdo da proteina E5 com o Receptor — PDGFf. A. Modelo representativo da interacdo de E5
com o Receptor — PDGFp. No diagrama do meio, a porg¢do extracelular do dimero do receptor esta ligada a
PDGFB. A direita, dimero de ES ligado ao receptor — PDGFf. A fosforilagdo da tirosina leva a formagdo dos
dimeros do receptor - PDGFp, assim como o recrutamento de substratos sinalizadores mostrado em (verde) e
(lilas). B. Modelo de interacdo entre os dimeros de E5 (cilindros em branco) e dimeros do receptor — PDGFf
(cilindro cinza) apresentando a porcdo COOH-terminal (Meio Extracelular) e porcdo NH, (Meio Intracelular)
(Adaptado de DiMaio, 2014; Freeman-Cook e DiMaio, 2005).
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A maioria dos estudos com E5 foram realizados in vitro, Leptak et al (1991)
apresentou que E5 do HPV 16 ndo levou a ativacdo transformadora de fibroblastos, mas sim,
em cultura de células de queratindcitos de murinos. No entanto, células transfectadas com E5
de BPV induziram tumorigenicidade dos fibroblastos. Com isso, demonstrando que a proteina
E5 pode exibir um papel importante no tropismo celular durante a infeccao natural.

Em outro estudo de Borzacchiello et al (2006) foi demonstrado tanto a co-localizacéo
quanto a intera¢do entre a oncoproteina E5 e os receptores PDGFB. Além disso, a vacinagdo
de camundongos com E5 de HPV 16 foi capaz de produzir resposta de linfocitos T citotdxicos
capaz de inibir o desenvolvimento de tumores (Chen et al., 2004). Todos esses estudos
apontam que E5 pode ser usada como alvo vacinal terapéutico, e também servir como modelo
de tratamento para a forma infecciosa humana do virus. Apesar da oncoproteina E5 de HPV
ser muita estudada, ainda existe uma caréncia de trabalhos tendo como alvo E5 de BPV

(Campo, 2002).

2.10 A PROTEINA L2 COMO ESTRATEGIA PROFILATICA VACINAL

A proteina L2 possui aproximadamente 500 aminoacidos e encontra-se ligada ao
genoma viral (Figura 11) (Wang e Roden, 2013), mas Rippe e Meike (1989) detectaram L2 de
BPV 2 com peso aproximado de 64 kDa, enquanto a mesma proteina de HPV foi observada
com pesos de 70 e 74 kDa. No entanto, produtos génicos de L2 clonados em Escherichia coli
apresentaram mesmo perfil de migracdo, com 64 kDa, revelando que as modificacbes pos
traducionais podem ndo estar envolvidas no processo.

Além das alteragdes conformacionais, sabe-se que L2 também estad envolvida na
ruptura da membrana endossomal e favorece o trafico do genoma do virus até o interior do

nacleo celular, em fases iniciais do processo infeccioso (Wang e Roden, 2013).
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Figura 11: Capsideo viral. Representacédo do capsideo viral contendo as proteinas L1 (vermelho) e L2 (verde)
ligada ao genoma do BPV (adaptado de Liu et al., 1997).

Outro aspecto importante de L2, é que em sua regido amino-terminal existem
sequéncias conservada entre as formas que infectam tanto humanos como animais, o que nédo
é observado nas sequéncias de L1 (Karanam et al, 2009) (Figura 12).

Recentes estudos apontam que alguns epitopos conservados de L2 induzem uma
protecdo cruzada entre espécies diferentes de PVs, através da resposta de anticorpos
neutralizantes. Por essas caracteristicas, 0s epitopos de L2 sdo atrativos para o
desenvolvimento de vacinas profilaticas contra a infec¢do adquirida por BPV em gados e um
modelo experimental para HPV. Entretanto, deve-se ressaltar que esses epitopos demonstram

baixa imunogenicidade quando comparados com sequéncias de L1 (Li et al, 2016).
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Figura 12: Diagrama apresentando os epitopos neutralizadores de L2. A imagem aponta 0s epitopos
neutralizadores mais conhecidos e os dominios de interagdo de L2 mais conhecidos (Adaptado de Wang e
Roden, 2013).

Um estudo com as regides 1 a 88 de aminoacidos de L2 de BPV elicitou resposta
imune capaz de neutralizar HPVs do tipo 11, 16 e 18. Ja os epitopos 11 a 200 testados em
coelhos evidenciaram os melhores resultados em protecdo cruzada contra os tipos 16, 18, 5,
31, 45, 52, 58 de HPV e BPV 1 (Pereira et al, 2009).

Ainda na regido N-terminal, especificamente entre os aminoacidos 17 e 36, encontra-
se uma forte regido para o reconhecimento de anticorpos, isso devido a existéncia de residuos
de cisteinas (C22 e C28) que sdo altamente conservados entre as espécies de PVs (Figura 13).
Além do mais, estudos apontaram que mutacdes pontuais nesses residuos originaram virions
ndo infecciosos, mas, as mesmas mutacfes ndo foram capazes de interferir na formacdo do

capsideo viral (Wang e Roden, 2013)
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Figura 13: Regides de alta conservacdo de L2. Regido fortemente conservada (17-36 aa) e de reconhecimento
para anticorpos neutralizantes entre diferentes tipos de PVs. Em baixo, os nimeros identificam os residuos de
cisteinas (C22-C28), fortemente conservado entre os PVs apresentados (Adaptado de Wang e Roden, 2013).

Muitos dos estudos realizados com L2 foram baseados em particulas virais
semelhantes a virus (VLPs - Virus-like particles), que sdo estruturas proteicas que mimetizam
a organizacdo estrutural do virus, mas ndao possuem 0 genoma viral, 0 que 0s tornam mais
seguros e diminui o custo de producdo de vacinas (Roldao et al, 2010). No trabalho de
Kirnbauer et al, (1996) a vacinacdo intramuscular em bezerros utilizando VLPs L2 de BPV 4,
ou somente utilizando a porcdo N-terminal foi suficiente para elicitar resposta humoral e
prevenir a formacéo de papilomas.

Recentemente, estdo disponiveis vacinas profilaticas contra a infeccdo pelo HPV
cervical baseada em VLPs de L1 do HPV, como por exemplo, a Gardasil uma vacina
quadrivalente contra os tipos virais de HPV 6, 11, 16 e 18, comercializada pela Merck, EUA.
Apesar de apresentar resposta satisfatoria, a producédo de vacinas baseadas em VLPs possui
custo elevado, e as ja disponiveis no mercado proporcionam uma protecdo tipo especificas

(Wang e Roden, 2013).
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Apesar de L2 ndo apresentar epitopos tdo imunogénicos, incrementos vém sendo
realizados com a finalidade de aumentar imunogenicidade dessas construcdes, como por
exemplo, repeticdes de epitopos de diversificados sorotipos virais e inclusdo de repeticdes de
sequéncias conservadas que induzem resposta cruzada, além da utilizacdo de VLPs de
bacteriofagos que possibilita apresentacdo dos epitopos de L2 aumentando a exposi¢cdo do
antigeno vacinal para o sistema imune, e consequentemente os niveis de resposta humoral (Li
et al, 2016).

Entretanto, a vacina de DNA conduz a respostas humorais e celulares, devido as
ultimas melhorias no desenvolvimento dessas vacinas, como a codon otimizacao, melhorias
na formulacdo dos plasmideos disponiveis, e no auxilio da resposta imune pela adi¢do de
sitios adjuvantes. Além do mais, vacinas de DNA possuem um custo de producdo mais baixo
em larga escala, podendo ser produzida em um curto periodo de tempo e sua estabilidade a
temperatura ambiente facilita questdes de distribuicdo comercial (Lima et al, 2014).

Em um recente estudo de Yang et al (2015), foi demonstrado que a vacina de DNA
contendo E7 de HPV 16 ligado a um adjuvante calreticulina (CRT — calreticulin) quando co-
administrada junto a uma outra vacina de DNA contendo L2 de BPV 1, potencializou as
respostas de anticorpos neutralizantes e de células T CD4 +. Esses dados fortalecem o uso das
proteinas L2 e E5, demonstrando que elas sdo possiveis alvos candidatos a vacina profilatica e

terapéutica, respectivamente, contra a infeccdo promovida pelos diversos PVs.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver construcdes vacinais baseadas nos genes E5 e L2 do BPV, e avaliar a sua

expressdao em células de mamiferos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obter plasmideos para expressao em células de mamiferos baseados nos genes L2 e
E5;
2. Auvaliar a atividade das construcfes candidatas a vacina de DNA através da cultura de

células de mamiferos (HEK-293);
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AMPLIFICAC}AO E DESENHO DOS GENES L2 E E5

Utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) os genes E5", L2" e
L2'12% foram amplificados a partir do genoma completo de BPV 2. Com uso de primers
especificos foram adicionados os sitios para a enzima de restricdo EcoRlI, a sequéncia Kozak
que auxilia na tradugdo de proteinas em eucariotos e seis aminoacidos de histidina para futura
deteccdo imunoldgica da proteina a montante dos respectivos genes. Também foi adicionada a
jusante dos genes, nesta ordem, a Tag-HA para detec¢do imunoldgica da proteina, cdon de
parada e os sitios para enzimas de restricdo Xbal e Notl (Figura 14). Totalizando um tamanho
molecular de 1400 pb para o gene selvagem L2, 647 pb para o gene L2 (regido 11 a 200 dos
aminoacidos) e 208 pb para o gene E5 (selvagem) ambos para do BPV 2.

O gene sintético E5 codon otimizado foi produzido pela empresa Epoch Biolabs
(USA), sequéncia essa correspondente tanto para BPV1 quanto BPV2, pois ambos 0s tipos
virais possuem entre si um grau de similaridade muito alto (92%) quando observado o
alinhamento de suas sequencias. A codon otimizacdo para o gene E5 foi realizada de acordo
com os codons preferenciais das células de mamifero. Dentre as modificacfes realizadas, um
namero de 38 substituicbes de bases em 32 codons foi efetivado, no entanto, a troca de bases
na trinca de nucleotideos ndo implicou em nenhuma alteragdo nos 44 aminoacidos. Além
disso, sabendo da importancia do aminoacido conservado da glutamina 17 como principal
responsavel pela acéo transformante da proteina E5, 0 mesmo foi substituido pelo aminoacido
ndo-polar glicina, que em estudo de Sparkowski et al, (1994) demonstrou excluir a atividade
bioldgica do gene E5. Uma vez que o objetivo final do trabalho é a construcdo de uma vacina
de DNA, utilizando o gene E5 como agente imunizante, ndo necessitando de sua acdo

transformante.



44

_ Kozak 6xHist _ HA Stop - Noti

Figura 14: Esquema da construcdo dos genes. A) Genes E5" e L2?%° B) Gene L2". Adic#o dos sitios com
auxilio dos pares de primers — forward e reverse. C) Gene E5 sintético codon otimizado.

Para reacdo de PCR do gene L2, foi utilizada Platinum® Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen ™). Com uma temperatura de Anelamento de 65 ° C. As
seguintes etapas foram utilizadas: desnaturacdo inicial a 95°C por 5°; 30 ciclos de 94°C por
30”°, 65°C por 40°” e 72°C por 1’ e para extensdo final a temperatura utilizada foi de 72°C por
5’ , para PCR do gene E5 houve apenas uma mudanca na temperatura de anelamento do gene

para 57°C.

4.1 CLONAGEM PGEM-T-EASY

Os genes de trabalho L2 e E5 foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega®) e entdo ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega®) (Ver Figura
16) com o uso da T4 ligase (Promega®), ap6s as 16 horas de incubacéo a temperatura de 4°C,
0s respectivos produtos da ligacdo foram utilizados para transformacdo de ceélulas de
Escherichia coli linhagem DH5a, tratadas de acordo com o protocolo de Sambrook et al.,

(1989).
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Figura 15: Mapa do vetor circular pPGEM-T Easy (Promega®).

4.2 TRANSFORMACAO

Para realizacdo da transformacdo, 10 ng de DNA e 50 pL das células competentes
Escherichia coli linhagem DH5a foram incubados no gelo por 30min e levados ao termobloco
para choque térmico a 42°C por 5 min. Em seguida, os microtubos ficaram 1 minuto no gelo
logo entdo, foi adicionado 1 mL do meio Luria Bertani (LB) para recuperacao das células por
1 hora a temperatura de 37°C. Ap0s, as células foram centrifugadas por 10 min a 1200 rpm,
descartando-se 700 pL e homogeneizando-se o pellet restante. Para realizacdo do
plagueamento usou-se placas com LB e ampicilina a uma concentracao final de (100 pg/mL)
gue foram semeadas com 300uL de células, para crescimento dos transformantes por 16 horas
a 37 °C.

Apos realizacdo dos repiques das colbnias encontradas, 0os possiveis recombinantes
foram entdo analisados quanto a presenga das constru¢ées pGEM-L2 e pGEM-ES5, por meio
de extracdo plasmidial e digestdo enziméatica com as enzimas EcoRI/Notl e EcoRI/Xbal

respectivamente, para cada construgdo quanto a presenca do inserto.
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4.3 MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

Para as etapas de transformacéo, repique e inoculo foi utilizado o meio de cultura
Luria-Bertani (LB) que apresenta a seguinte composicao: triptona 1%, extrato de levedura
0.5% e NaCl 1%, adicionando 100 pg/mL de Ampicilina. Para meio solido, foi acrescentado
1,5% de agar.

4.4 LISE CELULAR

A extragdo plasmidial foi realizada segundo o protocolo de Sambrook, (1989). O
crescimento das culturas bacterianas foi em 5 mL de meio LB com ampicilina (100 pg/mL) a
37°C por 16 horas. Logo apés, foram feita trés centrifugacfes da cultura em tubo de 1,5mL
por 3min, a 13000rpm a temperatura ambiente. O pellet bacteriano obtido foi ressuspendido
em 100 pL da Solucdo I gelada (glicose 100mM, Tris-HCI 50nM pH 8, EDTA 20mM pH 8)
passando pelo vortex e posteriormente, inversao com 200uL da Solucdo Il (NaOH 0,2N e
SDS 1%) com a finalidade de lisar a célula. Para a solucédo 111 (acetato de potéassio 5M, éacido
acetico glacial e agua destilada) foi entdo adicionado (150 pL), com a finalidade da
precipitacdo de proteinas e do DNA gendmico, e mantido no gelo por 5 minutos. Seguida de
uma centrifugacdo a 14000 rpm, por 5 minutos, para recuperacao do sobrenadante e passagem
para novo tubo. Foi acrescentado 1 volume de Isopropanol a temperatura ambiente e
centrifugado a 14000 rpm, 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionado
1 mL de etanol 70% gelado, e o tubo foi invertido para lavagem seguida de uma nova
centrifugacgdo por 5min. Depois do descarte do sobrenadante e a devida secagem do pellet na
estufa a (37°C), o mesmo foi ressuspendido em 30 pL em agua Nuclease-free junto a RNAse
(20 pg/mL), incubado por 30 min a 37°C e o0 armazenamento se deu a -20°C.

A digestdo enzimética dupla foi realizada com a finalidade de reconhecer os clones

recombinantes por meio da visualizacdo de bandas especificas para cada gene de trabalho.
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45 DIGESTAO E LIGACAO NO VETOR DE EXPRESSAO PCI-NEO
Os genes L2 e E5 foram liberados a partir do vetor pPGEM-T-easy por digestdo dupla
com as respectivas enzimas de restricio EcoRI/Notl e EcoRI/Xbal (20U/pL, Promega®), por
16 horas a 37°C. A purificacdo dos insertos foi realizada utilizando o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega®). O vetor pCl-neo (Promega®) (Figura 16) também foi
previamente digerido com enzimas de restricdo respectivas para cada inserto a ser ligado.
Depois, os produtos da purificacdo foram ligados ao vetor pCl-neo, com auxilio da T4 ligase,
por cerca de 16 horas & 4°C, gerando as construcdes pCIL2" (Gene selvagem), pCl1L21+%®

(epitopo 11-200), pCIE5™ (Gene selvagem) e pCIE5®™ (Gene codon-otimizado).

Bglll
ori S Sofl
CMV LE. g
Enhancer/Promoter I 17 1
Nhel 1085
Xhol 1091
Intron EcoRl [1096
Miul 1102
Amp' pCl-neo SV40 Late Xbal (1114
Vector poly(A) Sall 1120
(5472bp) Accl 1121
) Smal |1127
f1 ori / Notl  [1131
_ T3 T
Synthetic  gv40 Enhancer/
Poly(A) Early Promoter
BamHI neo

0914VA01_5A

Figura 16: Mapa do Vetor de Expressdao em Mamiferos pCl-neo (Promega®).

Novamente os produtos gerados pela ligagdo foram usados para a transformagéo. E,
entdo, plagueadas em meio solido LB para crescimento e repique das colonias.

Para andlise dos clones, novamente utilizou-se da extragdo plasmidial com o kit
(Promega) seguido da analise por digestdo enzimatica, com as respectivas enzimas. Tanto as
extracdes como as digestbes foram visualizadas em gel de agarose, além disso, 0

sequenciamento foi realizado.
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4.6 ELETROFORESE DE DNA

Para realizacao de eletroforese para DNA foram utilizados géis de agarose a 1% com o
tampdo TAE 1X. Foi adicionado ao gel solugdo de brometo de etideo (0,5 pg/ml) para
promover visualizagdo das bandas de DNA através de umtransluminador de luz ultravioleta.
O material foi aplicado junto com tampdo de amostra (Loading Dye 6X), tendo como
referencial o marcador de 1Kb (GeneRuler DNA Ladder, LoadingDye e agua milliQ).

4.7 SEQUENCIAMENTO DAS CONSTRUCOES

O sequenciamento foi realizado para todas as construcdes plasmidiais pGEME5",
PGEML2", pGEML2Y%® pCIE5S™, pCIE5 cédon-otimizado, pCIL2" e pCIL2"?? em
concentracdo de 100ng para cada reacdo. Os primers especificos para os vetores pGEM-T-
easy e pCl-neo e foram usados na concentracdo de 15pmol, com a finalidade de flanquear os
respectivos genes de interesse e, com isso Vverificar a matriz de leitura. Todo o
sequenciamento foi realizado na Plataforma de Sequenciamento do Centro de Biociéncias
utilizando o sequenciador automatico de DNA de acordo com os padrbes previamente
estabelecidos nesta unidade. As sequencias resultantes foram analisadas com auxilio dos
programas Mega 6.0 e BioEdit.

4.8 CULTIVO, TRANSFECCAO E LISE DAS CELULAS HEK — 293

Para a etapa da transfeccdo as células eucarioticas escolhidas (HEK 293 - Human
embrionic kidney cell — Célula embrionaria de rim humana) foram crescidas utilizando o meio
DMEM - Dulbeccos Modified Eagles Medium com adi¢do de: 10%, soro fetal bovino, 1%
penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina para manutencdo celular e durante todo o processo
elas foram incubadas a 37°C em estufa a 5% de CO,. Ao atingir uma confluéncia aproximada
entre 40-70% (1x10°), o procedimento de contagem e observacéo da viabilidade das mesmas

foram realizados via analise pelo software Vi-Cell XR.
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Seguindo o protocolo de transfeccdo (PolyFect Transfection - Qiagen®) as células
HEK 293 foram transfectadas com as respectivas construcdes de trabalho, para uma expressao
transiente, sem uso o de antibioticos para selecdo de células. Os lisados dos respectivos tipos
celulares, sem a transfec¢cdo de nenhuma construcdo foram utilizados como controle negativo.
Para cada reacdo, foram adicionados 4ug de construgdo, 150 uL. de meio de crescimento
(DMEN) sem soro, proteinas e antibioticos, além de 20 uL de PolyFect Transfection,
misturados por pipetagem. E, entdo as amostras foram incubadas durante 20 minutos o que
permitiu a formacdo dos complexos. Em seguida, utilizando garrafas de crescimento celular
T-25, com células previamente aderidas, foi adicionado em cada garrafa 1mL do complexo
formado. Apds 4 horas da transfeccdo, 4 mL do meio DMEN (Contendo antibidticos e soro
10%) foi adicionado.

Apds 72 dias de cultivo das células HEK 293, o0 meio DMEM foi retirado, e o cultivo
celular lavado 1X com 1mL de PBS estéril. Os referentes volumes foram divididos para futura
extracdo total de RNA e lise proteica. Em seguida, para lise celular foi adicionada uma
solugdo com concentracdo final de 1x (Passive Lysis Buffer 5x — Promega) e o inibidor de
protease (PMSF 10 mM). E, posteriormente, o volume referente a cada situacdo foi
transferido para microtubo de 1,5mL e em seguida centrifugado (12000 rpm; 10 minutos) 0s
sobrenadantes e os pellets foram recuperados e transferidos para novos microtubos e mantidos
a-80 °C.

4.9 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS

Os extratos totais das amostras contendo o epitopo 6xHis obtidos a partir da lise
celular foram purificados de acordo com o protocolo (Ni-NTA Spin Kit-Qiagen). Além disso,
todos os demais extratos celulares foram quantificados utilizando o método Bradford, (1976),

para determinacdo do rendimento proteico total.
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410 ANALISE DA EXPRESSAO DE E5 E L2
4.10.1 Extracdo do RNA total das celulas HEK 293

As células foram cultivadas e transfectadas em garrafas T-25, nas condicdes ja
descritas. Além das amostras transfectadas, uma garrafa a mais foi utilizada como controle
negativo de transfeccdo (somente células Hek-293 ndo transfectadas). Apos 72 horas da
transfeccdo o meio DMEN e o material lavado uma vez com PBS diluido a 1X e estéril,
também foi acrescentado a tripsina e posteriormente 1 ml de meio DMEN completo para
inativacdo da mesma. O volume referente a cada situacdo foi dividido para destinos
diferentes, primeiramente a extracdo de RNA total e apds também foi realizada a outra etapa
de lise proteica.

Para realizacdo da extracdo do RNA, o volume referente a 1,5 ml de cada situacéo foi
transferido para novos tubos e seguiu-se para a extracdo do RNA de acordo com as instrucdes
do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Todas as amostras foram tratadas com DNAsel (Qiagen)

também seguindo instrucdes do fabricante.

4.10.2 Sintese de cDNA e RT-PCR

A etapa de construcdo do cDNA foi realizada de acordo com o kit ImProm-II™
Reverse Transcription System (Promega). As amostras foram adicionadas para um volume
final de 4ul de RNA para cada amostra (concentracdo final do RNA a 1ug), juntamente com
1uL do primer oligo DT 15 (Promega) e completados com agua quando necessario, seguido
de incubacdo a temperatura de 70°C por 5 minutos e, depois no gelo por 5 minutos. Em
seguida, um mix contendo os reagentes detalhados na tabela 2 foi distribuido para cada
amostra (15 pL do mix e 1 pL RNA) para incubagdo com ciclagem tnica a 25°C por 5°, 42°C

por 60°, 70°C por 15’ e 4°C por 2°.
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Tabela 2: Reacdo para a transcri¢do reversa

Reagente Volume
H,O 7 UL
dNTP (10mM) 1L
MgCI2 (2mM) 2 uL
Tampéo (5x) 4 uL
Transcriptase Reversa 1L
Total 15 uL

A amplificacdo foi realizada via RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polimerase Chain
Reaction — Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa), utilizando-se 0s mesmo
parametros da PCR, ja citados anteriormente. Os primers utilizados para todos os genes de L2
foram para a regido do epitopo, uma vez que se trata de uma regido conservada nesse gene.
Para os genes E5wt e E5 sintético cddon otimizado, primers especificos para cada um deles
foi utilizado.

4.10.3 Eletroforese e Imunodetecc¢do de Proteinas

Para realizacdo do gel, os pellets proteicos das amostras contendo a proteina E5 e o
sobrenadante das amostras contendo a proteina L2 obtidos foram ressuspendidos em e
submetidos a condigdes desnaturantes, e aliquotadas no tampéo Laemmli (L2x) (Tris-HCI 1M
pH 6.8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.1%) e incubadas
por 75°C durante 10 minutos. As amostras dos sobrenadantes foram diluidas em proporcao
1:1 para um volume final de 100 uL utilizando 0 mesmo tampdo e aquecidos a mesma
temperatura. A avaliacdo da producdo das proteinas foi inicialmente realizada por uma
eletroforese em gel SDS-PAGE (12%) para deteccdo das proteinas L2 e outro gel a (15%)

para proteina E5 utilizando tampé&o para corrida a 1X, com fonte a 200V e 25mA por 180
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minutos. Depois de finalizada as corridas, os géis de poliacrilamida foram corados com
Coomassie Brillant blue.

A etapa de transferéncia das proteinas contidas no gel SDS-PAGE foi realizada em
sistema semi seco, por 30 minutos a 25mA, para membranas de PVDF (Polyvinylidene
fluoride, Millipore.

Os ensaios de immunoblotting foram realizados posteriormente, onde a membrana foi
bloqueada em solucdo 5% leite em 1X PBS 0,05%Tween, incubada com o anticorpo
monoclonal (1:5000) especifico contra o epitopo AU1 (Membrana contendo proteina E5®"), e
incubada com anticorpo monoclonal especifico contra o epitopo 6xHis conjugado a fosfatase
(membrana contendo as proteinas L2", L2*2% E5"™) a 1 hora sob agitacdo, seguido de 3X
lavagens (10 minutos cada) em PBS 1X e 0,05%Tween. Em seguida, a membrana incubada
com anticorpo contra o epitopo AU1 foi incubada com anticorpo secundario (1:5000) anti-
IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Jackson ImmunoResearch®), 1 hora sob
agitacéo, lavadas e reveladas utilizando a solucdo reveladora (TMB-BCIP® - Sigma), as
demais membranas ndo foram incubadas com anticorpo anti 1gG, e, portanto, foram reveladas
ap6s as 3 lavagens com solucdo de revelacdo (NBT- BCIP® - Sigma).

5 RESULTADOS
5.1 AI\/IPLIFICACAO DOS GENESE5E L2

A padronizagdo das PCRs utilizando os pares de primers - forward e reverse resultou
na formacao de uma banda de aproximadamente 647 pb, demonstrando que estes primers sao
especificos para o gene L2 de BPV-2. Outros pares de primers foram utilizados para a
padronizacdo da PCR que amplificou o gene E5, também de BPV-2, evidenciando a formacao
de uma banda com cerca de 208 pares de bases, tendo como template o0 genoma completo de
BPV-2. Além disso, foi adicionado de forma a flanquear os genes que foram amplificados, os

sitios de restricdo para as enzimas EcoRI, Xbal e Notl. Um sitio para sequéncia consenso
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Kozak importante para expressdo de proteinas em sistemas eucariotos também foi adicionado.
Além das Tags - 6xHistinas e HA que auxiliam na imunodetec¢édo das proteinas traduzidas, e
0 cOdon de parada.

Ap0s a amplificacdo, os genes L2wt, L2 (11-200) e E5wt foram purificados e ligados
no plasmideo de propagacdo pGEM-T easy, seguido do sequenciamento. A realizacdo do
sequenciamento possibilitou a observacdo de que a amplificacdo das sequéncias de E5 e L2
ndo apresentou nenhuma alteracdo em seus nucleotideos, ou seja, nenhuma troca de bases na
trinca, portanto, ndo implicou em modificagdes em nenhum dos aminoacidos. Para aumentar a
quantidade do produto amplificado de E5, a Nested-PCR foi realizada, o que permitiu
melhorar o desempenho da reacdo de ligacdo com o vetor em seguida. Entretanto, isso ndo foi
necessario para os produtos gerados de L2 que logo apo6s a purificacdo foram ligados ao vetor

PGEM-T easy.

5.2 CLONAGEM DOS GENEE5E L2

Depois de purificados os conjuntos de genes citados anteriormente de BPV 2 foram
ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega) que possui 3.015 pb, em uma proporcéo de 5:1
para a ligacdo inserto: vetor. Para isso, todas as reacdes foram realizadas separadamente para
cada gene de trabalho. A enzima Taq polimerase utilizada para amplificacdo inicial dos genes
adiciona uma terminagdo de adenosinas em cada extremidade 3’ dos amplicons e o vetor
pPGEM-T, por sua vez, possui nas suas extremidades 3’ — T (terminagdes 3’ de desoxitimina),
aumentando assim a eficiéncia da ligagcdo dos insertos ao plasmideo e diminuindo as chances
de ocorrer ligagdo entre as extremidades livres do vetor.

Depois, por choque térmico, as bactérias E. coli da linhagem DHS5a foram
transformadas com as constru¢fes pGEML2wt, pGEML2 (11-200) e pPGEME5Swt. Em seguida,
0 plaqueamento foi realizado, e para auxilio na detecgdo das col6nias o sistema de selegéo

Lac-Z foi utilizado. Isso é possivel ja que na presenca do inserto clonado, as colnias geradas
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ndo sdo capazes de metabolizar o X-gal e permanecem brancas. Essa selecdo facilitou a

211-200 e

identificacdo das col6nias que possuiam as construcdes pGEML2"™, pGEML
pGEME5™,

Para confirmacéo da existéncia dos recombinantes nas coldnias crescidas foi realizada
a extracdo plasmidial, seguida da digestdo com as respectivas enzimas de restricdo para
liberacdo dos insertos L2", L2 2% e E5™ do vetor. As visualizagbes das respectivas
digestdes foram por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e 1%, respectivamente,
demonstrando as bandas geradas apds liberacao dos insertos clonados.

Uma vez estabelecida a clonagem dos genes de trabalho em vetor de propagacédo
pGEM-T easy, uma nova corrida em gel de agarose foi realizada com intuito de purificar
maior quantidade de insertos para subclonagem no vetor de expressdo em células de
mamiferos. Os genes de trabalho foram para isso cortados do gel e entdo purificados com uso
do Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e finalmente ligados ao vetor de
expressao pCl-neo (Promega) que também foi purificado para reacdo de ligacdo dos insertos.
Ambos os genes e o vetor pCl-neo estavam digeridos previamente com as respectivas enzimas

adequadas para cada subclonagem. Nesta etapa, 0 gene E5 otimizado foi tambem digerido e

ligado no vetor pCl-neo.
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100 pb E5 sintético
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Figura 17: Digestdo das construgdes pCIE5wt e pCIES sintético cédon otimizado. A) Gel evidenciando a
digestdio de DNA plasmidial extraido da construcdo pCIE5Swt. M. Marcador de corrida de 1Kb -
(ThermoScientific). 1. Construcdo pCIE5 digerida — banda gerada de E5 (208 pb). B) Gel evidenciando a
digestdo de DNA plasmidial extraido da constru¢io pCIES5 sintético cddon otimizado. M. Marcador de corrida
de 100 pb (ThermoScientific). 1. Construcdo pCIES sintético digerido — banda gerada de E5 (175 pb).
Eletroforese em gel de agarose 1%, em TAE 1X e volume do produto aplicado em cada pogo de 3pl. Voltagem
100V por 30 minutos.

A confirmagdo da formacéo das construcdes pCIE5™, pCIE5S®™ otimizado (Figural?) e
pCiL2wt e pCIL2(11-200) (Figural8), foi novamente por digestdes duplas utilizando enzimas
de restricdo. As enzimas EcoRI e Xbal foram usadas para liberacdo do gene E5wt, enquanto
EcoRI e Notl foram usadas para liberacdo do gene L2wt e L2 (11-200), para a liberacdo do
gene E5 sintético Xhol e Notl foram utilizadas. Os fragmentos gerados no gel demonstraram
as banda de tamanho aproximado ao do vetor pCl-neo que possui 5472 pb, enquanto a banda

do gene E5wt possui cerca de 208 pb e o E5 sintetico cerca de 175 pb.
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Figura 18: Digestdo das construcbes pClL2wt e pCIL2 (11-200) . A) Gel evidenciando a digestdo de DNA
plasmidial extraido da construgdo pCIL2wt. M. Marcador de corrida de 1Kb - (ThermoScientific). 1. Construgéo
pCIL2wt digerida — banda gerada de L2 (1400 pb). B) Gel evidenciando a digestdo de DNA plasmidial extraido
da construcéo pCIL2 (11-200). M. Marcador de corrida de 1Kb (ThermoScientific). 1. Constru¢do pCIL2 (11-
200) digerida — banda gerada de L2 (647 pb). Eletroforese em gel de agarose 1%, em TAE 1X e volume do
produto aplicado em cada poco de 3ul. VVoltagem 100V por 30 minutos.

A banda respectiva ao vetor pCl-neo de aproximadamente 6 kb, e a do gene L2wt com
aproximadamente 1400 pb e o gene L2(11-200) 647 pb foram visualizadas. Além disso, as
construcdes foram confirmadas por sequenciamento utilizando se os primers foward e reverse
que se anelaram ao vetor pCl-neo e apds analisadas pelo editor e alinhador de sequencias —
BioEdit.

5.3 ANALISE DA TRANSCRICAO DOS GENES L2 E E5

Para avaliar a funcionalidade das construcfes obtidas e consequente transcricdo e
presenca do RNA mensageiro, apds transfeccdo de 72 horas, 0 RNA total foi extraido de
células HEK 293 previamente transfectadas. Cada amostra extraida continha uma construcao
respectiva, ja citada anteriormente. Além disso, um controle negativo de células Hek 293 sem
transfeccdo foi utilizado. As amostras transfectadas com as construcdes pCIL2" e pCIL2M2%

foram submetidas a RT-PCR com primers especificos para anelamento a regido conservada

de L2 referente aos aminoéacidos 11 a 200. Os controles negativos ndo apresentaram nenhuma
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amplificacdo, e, somente observou-se a formacao das bandas esperadas de 647 pares de bases

nos pogos 3 a 6, como visto na figura 19.
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8000 30
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Figura 19: RT-PCR para andlise da transcricdo dos genes L2wt e L2 11-200. M. Marcador de corrida de 1Kb -
(ThermoScientific). 1. Controle negativo de PCR. 2. Controle negativo de transfeccdo — Hek 293 néo
transfectadas. 3. Controle positivo (L2") 4. Amostra transfectada com construgdo pCIL2"" 5. Controle positivo
(L2). 6. Amostra transfectada com a construgdo pCIL2""%" Todas as amostras foram submetidas a RT-PCR
utilizando primers Forward e Reverse para regido conservada de L2 2. Eletroforese em gel de agarose 1%,
em TAE 1X e volume do produto aplicado em cada poco de 5ul. VVoltagem 100V por 30 minutos.

Apos extracdo do RNA total, amostras transfectadas com as construgdes pCIE5",
pCIE5®™ foram submetidas a RT-PCR com primers especificos para anelamento nos genes
E5"e E5%. As bandas respectivas para o genes E5 foram visualizadas somente no poco 3, da
figura 20, referente ao controle positivo de E5", apontam que o gene E5"* possivelmente ndo
encontrava-se transcrito pela maquinaria da célula HEK 293, na respectiva amostra. Os
controles negativos para reacdo de PCR referente ao gene E5 selvagem ndo apresentaram
nenhuma amplificacdo, evidenciando que ndo houve contaminagédo na etapa de preparagéo da
PCR. No entanto, no poco 6, respectivo ao controle de transfeccdo (somente células 293), foi
observado uma banda semelhante ao gene E5 sintético. A respectiva banda indica uma fraca

contaminacdo de DNA, possivelmente na etapa de PCR, uma vez que a amostra controle HEK
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ndo apresentou contaminacao por DNA até a etapa de extracdo do RNA, como visto na figura
21.

Todavia, 0 pogo 8 referente a amostra de celula 293 transfectada com a construcéo

pCIE5® demonstrou atividade de transcricéo do respectivo gene, pela maquinaria da célula.

Figura 20: RT-PCR para analise da transcricdo dos genes E5wt e E5oti. M. Marcador de corrida de 1Kb -
(ThermoScientific). 1. Controle negativo de PCR. 2. Controle negativo de transfeccdo — Hek 293 néo
transfectadas. 3. Controle positivo (E5") 4. Amostra transfectada com construgio pCIE5"" 5. Controle negativo
de PCR. 6. Controle negativo de transfeccdo — Hek 293 ndo transfectadas. 7. Amostra transfectada com a
construgdo pCIE5™. Todas as amostras foram submetidas a RT-PCR utilizando primers Forward e Reverse
especificos para cada gene. Eletroforese em gel de agarose 1%, em TAE 1X e volume do produto aplicado em
cada poco de 5pl. Voltagem 100V por 30 minutos.

Desse modo, dois controles negativos para reacdo de transcriptase reversa foram
utilizados (amostra controle negativa Hek-293 e E5", sem transcriptase). A RT-PCR com
resultado negativo descartou a possibilidade de contaminagdo das amostras de RNA total com
DNA (Figura 21). Portanto, a amplificagdo dos fragmentos esperados revela um indicativo da

transcri¢do desses genes nas amostras transfectadas em que se obtiveram as bandas esperadas.
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Figura 21: PCR das amostras evidenciando ndo contaminacdo com DNA. Reacdo controle negativo Hek-293 e
E5", sem adicdo da enzima transcriptase. M- marcador molecular 100 pb; 1. Controle negativo da reacio de
PCR; 2. Controle negativo da transfeccdo em Hek-293. 3. Amostra transfectada com E5"*

5.4 PURIFICACAO DE PROTEINAS E QUANTIFICACAO POR BRADFORD

Para a realizacdo do SDS-PAGE, todo o extrato obtido a partir da lise de células 293
via lise mecanica (dados ndo mostrados) e lise por passive lysis buffer (tampédo 1x) foi
quantificado por método de Bradford (1976). Em seguida, as amostras purificadas utilizando-
se 0 Ni-NTA Spin kit (Qiagen) também foram quantificadas para futura anélise e comparacao
entre os extratos e o contetdo purificado. A tabela 3 demonstra a concentragédo proteica obtida
a partir de duas lises diferentes e, métodos diferentes de transfeccdo (transiente) de expressdo
rapida e (seletiva) com utilizacdo do antibidtico G418, por 4 semanas para selecdo de células
transfectadas com plasmideo contendo o0 gene com resisténcia ao antibiotico mencionado
(dados ndo mostrados no texto). Somente as amostras dos extratos que contém a proteinas
ligadas ao epitopo 6xHis foram purificados. A amostra contendo a oncoproteina E5* ndo
possui 0 epitopo 6xHis, portanto, ndo foi purificada, somente quantificado. As linhas
horizontais de cores verdes identificam os extratos totais quantificados, em azul os controles

negativo e positivo, as linhas cinza representam o primeiro precipitado recuperado apos
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passagem pela coluna de niquel, portanto, todas as proteinas que ndo se aderiram a resina. As
linhas rosa sdo da primeira lavagem, seguida da 1° eluicdo das proteinas purificadas. As
colunas representam a absorbancia e concentracdo das proteinas referidas. A dosagem das
proteinas foi realizada a partir de 20l de amostra diluidos em 2 mL de solucdo de Bradford,
(1976), e a medida de concentracdao foi avaliada em funcdo da absorbancia por analise de

espectrometria, e seus valores gerados a partir da curva padrdo de BSA.
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Tabela 3: Quantificagdo por Bradford.

Amostras Quantificadas Concentracéao
pg/mL

Ext. Total pCIES5 otimizado 0,74

Ext. Total pCIE5 Wt 0,54

Ext. Total pCIL2 %% 0,81

Ext. Total pCIL2 Wt 0,46

Ext. Controle Negativo 1,31

Ext. Controle Positivo 1,17

Amostra Purificada

E5Wt Passive Lysis Buffer e Expressdo Transiente 0,28
L2'12% passive LysisBuffer e Expressdo Transiente 0,27
L2wt Passive Lysis Buffer e Expresséo Transiente 0,17
L2112% | jse mecanica e Expressdo Estavel 0,28
1° Lavagem
E5Wt Passive Lysis Buffer e Expressao Transiente 0,23
L2112 passive Lysis Buffer e Expressdo Transiente 0,53
L2wt Passive Lysis Buffer e Expressdo Transiente 0,27
L2M2% |_jse mecanica e Expressdo Estavel 0,29
Eluido
E5Wt Passive Lysis Buffer e Expressao Transiente 0,20
L2M2% passive Lysis Buffer e Expressdo Transiente 0,10
L2wt Passive Lysis Buffer e Expressdo Transiente 0,12
L2M2% | jse mecanica e Expressao Estavel 0,30

5.4 ANALISE DA PRODUCAO DE PROTEINAS L2 E E5

Para realizar a confirmagdo da atividade das construcGes, culturas de células de
mamiferos HEK-293 foram crescidas e transfectadas com as construcdes elaboradas. Os

lisados celulares contendo os genes E5 foram observados a partir da eletroforese em gel de
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SDS-PAGE 15% e para lisados celulares contendo L2 o SDS-PAGE a 12% foi utilizado, com
a finalidade de apresentar as bandas relacionada as proteinas E5wt (15,8 kDa), E5 sintético
(10 kDa), L2wt (74kDa) e L2M2%) (51,6 kDa), para demonstrar a produgdo proteica da célula
e posteriormente transferéncia para membrana PVDF e realizacdo do Western-blot. No
entanto, nenhum dos ensaios de immunoblotting foi capaz de detectar a producdo das
proteinas estudadas, tendo apenas em alguns dos ensaios o controle positivo sido detectado.
Assim, como a analise das proteinas purificadas ndo obteve uma coloracdo adequada, ficando
evidente o rendimento insatisfatorio da purificacdo. Entretanto, um gel de poliacrilamida a
20% foi corrido com o intuito de apresentar as diferentes lises realizadas neste trabalho, bem
como demonstrar as expressoes transientes (figura 22A) e estaveis (figura 22B) utilizando as
amostras pCIE5" e pCIL2M2%,
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Figura 22: SDS — PAGE. A) Gel de Poliacrilamida a 20% da 1° Lise com Passive Lysis Buffer, corado com
Coomassie, dos extratos proteicos das células HEK — 293. M. marcador de peso molecular PageRuler™
(ThermoScientific). 1.pCIE5 diluicdo 1:1; 2. pCIE5 diluicdo 1:2; 3.pCIL2 diluicdo 1:1; 4. pCIL2 diluicdo 1:2;
(Poco invertido com o segundo gel); 5. pCIES5 a partir do pellet; 6. pCIL2 a partir do pellet; 7. Controle negativo
pCl-vazio diluicdo 1:1; B) 2° Gel de Poliacrilamida & 20% da Lise Mecéanica, corado com Coomassie, dos
extratos proteicos das células HEK — 293. M. Marcador de peso molecular PageRuler™ (ThermoScientific). 1.
pCIES diluicdo 1:1; 2. pCIE5 diluicdo 1:2; 3. pCIL2 diluicdo 1:1; 4. pCIE5 diluicdo 1:2 (Pogo invertido com
primeiro gel); 5. Controle negativo pCl-vazio diluicdo 1:1.
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6 DISCUSSAO
A papilomatose bovina € uma doenca infectocontagiosa causada pelos BPVs, esta familia
de virus oncogénico (Borzacchiello, 2007) que pode induzir a formacdo de lesdes na pele ou
na mucosa dos animais infectados, e, ocasionalmente, desencadeia doencas importantes de
aspecto veterinario, como a papilomatose bovina e o cancer (Borzacchiello e Roperto, 2008).
Essas doencas representam um grave problema econdmico para a agropecuaria, uma vez que
levam a deterioracdo do couro, perda de funcdo reprodutiva e a desvalorizacdo do animal
(Lima et al., 2014). Além disso, estudos com papilomavirus animais servem como modelo
para desenvolvimento de vacinas antivirais contra infecces pelo HPV, sendo ainda
responsaveis por parte do conhecimento sobre resposta humoral e celular contra o virus
(Campo, 2002). Portanto, o desenvolvimento de estratégias vacinais profilaticas e terapéuticas
€ muito aguardado, e de grande interesse veterinario e econémico.

Inicialmente, os genes L2" e L2 foram amplificados a partir do genoma viral
completo de BPV-2 via PCR, gerando fragmentos de 1400 pb e 647 pb. Apos a clonagem dos
genes em vetor pGEM-T easy, que foram sequenciados e digeridos confirmando a clonagem
dos mesmo. As mesmas construgdes foram digeridas com as respectivas enzimas, assim como
o vetor pCl-neo e posteriormente ligados. A boa concentracdo de DNA facilitou a etapa de
ligacdo no vetor pCl-neo, que foi realizada sem a necessidade de repeticdo do experimento.
Depois de identificados os possiveis clones (pCIL2"™, pCIL2*?® | pCIE5"™ e pCIE5®™) as
colénias foram submetidas a digestdo e novamente o sequenciamento foi realizado,
confirmando que as sequencias génicas corretas foram subclonadas.

No presente trabalho, o vetor para expressdao em células de mamifero, pCl-neo, foi o
escolhido para a realizagdo da subclonagem e posterior transfeccdo em células da linhagem
HEK-293. O vetor pCl-neo pode ser utilizado tanto para expressdes transientes, como

também para a expressdo estavel utilizando-se antibidtico neomicina (G418) para selecéo das
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células transfectadas. Isso acontece, pois, este vetor possui 0 gene da neomicina
fosfotransferase capaz de inativar G418 e seus efeitos toxicos (Promega USA, 2009).

Outro fator importante, é o sitio intronico contido no vetor pCl-neo ao qual alguns
estudos tem demonstrado acentuar os niveis de transcricdo. Um trabalho realizado por Huang
e Gorman (1990), comparou dois vetores que se diferenciavam apenas na auséncia ou
presenca de uma sequéncia interveniente (IVS-intervening sequence), onde 0s niveis da
proteina sinal foram aumentados cerca de (6 — 50 vezes). Além disso, foi demonstrado que as
concentracdes de mRNA e da proteina resultantes em células HEK 293 e HelLa foram
proporcionais. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, visto
gue a analise do cDNA via transcriptase reversa detectou a presenca do RNA mensageiro dos
genes de L2", L212% ¢ E5% no entanto, ndo foi possivel a imunodeteccdo dessas proteinas.
Sendo o epitopo de L2*2% clonado pela primeira vez no grupo, e, portanto pela primeira vez
avaliada a sua expressao.

Desta forma, duas formas de selecdo foram utilizadas inicialmente, a selecdo estavel e
a selecdo transiente. Essa ultima forma de selecdo se mostrou mais adequada, visto que apds
selecdo de 4 semanas os extratos celulares se mostraram demasiado viscosos dificultando a
lise celular e até mesmo aplicacdo dessas amostras no gel SDS-PAGE. Além disso, outros
trabalhos do grupo ja demonstraram a producéo de proteinas utilizando a expresséo transiente,
ou seja, sem 0 uso de antibiotico para a selecdo celular, como em Lima (2011) e que
evidenciou a producéo de L2 de BPV-1 sem a necessidade de codon-otimizacao.

Inicialmente, esperava-se avaliar a funcionalidade das construc@es, objetivo esse que
foi atingido via analise da transcricdo do RNA. No entanto, também se pretendia escolher o
método que possibilitasse a producéo e purificacdo dessas proteinas para futuros experimentos
de imunizacdes em camundongos, e assim auxiliar em estudos comparativos entre as formas

peptidicas e a vacina de DNA. Ja que células de mamiferos tem se tornado um dos principais
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sistemas de producdo de proteinas pela sua capacidade de fornecer modificacbes pos-
traducionais quando comparado a outros sistemas (Wurm, 2004).

No entanto, 0 método de expressdo seletiva tornava o extrato celular mais viscoso,
mostrando se inadequado. Por esse motivo, optou-se pelo método transiente de expressdo em
células de mamifero que apresentou um extrato celular menos viscoso e mais facil de
trabalhar.

Além disso, outro aspecto avaliado foi a transfeccdo baseada em lipideos cationicos,
pois esses apresentam relativa toxicidade que pode variar de acordo com o tipo de células.
Esses complexos quimicos carregam positivamente o DNA de interesse que é atraido para a
membrana celular carregada negativamente. No entanto, o excesso dessas cargas pode
desestabilizar as membranas celulares, tornando assim o complexo citotoxico (Kim e
Eberwine, 2010). Portanto, para essa etapa foi necessario adequacfes do protocolo sugerido
pelo fabricante, uma vez que a etapa de incubacdo das células com o complexo
DNAV/lipossomo, foi diminuida para 4 horas seguido de adicdo de 5mL de meio DMEN novo,
dessa forma diminuindo o tempo de exposicdo das células a possiveis efeitos citotoxicos.

Em contrapartida, visando a detec¢do das proteinas de interesse, duas formas de lise
proteicas foram efetuadas. A primeira lise foi realizada depois de um periodo de 4 semanas de
selecdo com selecdo baseada no uso do antibidtico G418. Para o primeiro tipo de lise foi
escolhido o tampdo Passive Lysis buffer (Promega), entretanto, ap0s a realizacdo do
immunoblotting as proteinas de estudo ndo foram detectada. Além disso, observou-se grande
dificuldade em aplicar os lisados celulares nos pocgos para corrida em géis de poliacrilamida,
pela viscosidade dos mesmos.

Dessa forma, com o intuito de solucionar uma possivel falha do tampé&o utilizado para
a primeira lise, uma segunda estratégia de lise foi realizada. A segunda lise foi por via

mecanica, utilizando seringas de insulina, como realizado em trabalhos prévios do grupo
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(Lira, 2010) e (Lima, 2011). Novamente, as amostras se mostraram viscosas e de dificil
aplicacdo no gel SDS-PAGE, e consequentemente apos transferéncia e realizacdo do Western
Blot as proteinas de interesse ndo foram detectadas. Assim, depois de ensaios observou-se que
a expressao transiente seguida de lise por tampao (Passive Lysis Buffer, Promega) se mostrou
mais adequada.

No entanto, é sabido que a etapa de imunoprecipitacéo, e a solubilizacdo de proteinas
de membrana, como no caso de E5 se faz necessario para seu desligamento das membranas
celulares (Edwards et al, 2013). Dessa forma, facilitando posteriormente 0 seu
reconhecimento aos anticorpos, e, sendo em alguns estudos realizados duas etapas de
imunoprecipitagdo (O’Brien et al, 2001). Entretanto, outra questdo importante do trabalho ¢ a
quantidade de proteina E5 necessaria para detec¢do via Western blot. Haja vista que em
trabalhos como Suprynowicz et al, (2005), Lira (2010) e Coimbra (2012) a deteccdo dessa
proteina s6 foi possivel apOs etapa de imunoprecipitagdo, o que torna o estudo com a
oncoproteina E5 dispendioso e custoso, uma vez que se necessita de demasiada quantidade de
anticorpo. Além disso, outro aspecto relevante seria o fato de que as células transfectadas com
as respectivas construcdes, nao apresentarem uma expressdo tdo eficiente das proteinas.
Apesar disso, as células escolhidas para trabalho HEK 293 sdo linhagem celulares
predominantemente usadas para expressao transiente de proteinas recombinantes (Petiot et al,
2015) além de terem sido utilizadas como sistema de expressdo em outros trabalhos do grupo.
Ademais, o uso de um promotor forte como CMV, que interage com diferentes fatores de
transcri¢cdo garantem um nivel de expressdo em células de mamiferos (Soares, 2011).

Para refinar os dados apresentados, as amostras obtidas foram purificadas utilizando-
se 0 Ni-NTA Spin kit (Qiagen) e seguidas de quantificacdo por Bradford (1976). A tabela 3

aponta as concentracGes obtidas dos precipitados recolhidos durante processo de purificagdo
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em coluna de niquel, e como mostrado na tabela sugerindo que ndo houve uma ligacédo
eficiente das proteinas fusionadas a His-tag com a resina.

Em outro aspecto, problemas de rendimento na purificacdo de proteinas conjugadas a
cauda-histidina podem ser o resultado de uma ndo conformacdo adequada. Além disso, em
recentes trabalhos do grupo, de maneira semelhante, os ensaios utilizando o anticorpo anti-His
ndo obteve sucesso em demonstrar a presenca da proteina L1 em amostras obtidas a partir do
extrato total, assim como em amostras provenientes de purificacdo. Todavia, essa
identificacdo sO foi possivel mediante emprego do anticorpo anti-L1 (CamVir®) (Mariz,
2012).

O presente estudo, portanto, conseguiu detectar a presenca dos transcritos de 3
construcdes utilizadas. A ndo deteccdo do transcrito do gene E5 selvagem néo
necessariamente indica que esse ndo esteja sendo expresso, uma vez que em outros
experimentos 0 mesmo ja foi detectado. Além disso, em outros estudos o gene E5 selvagem
foi detectado como em Sparkowski et al, (1994) e Gruener et al, (2007). No entanto, pela
primeira vez o gene E5 selvagem de BPV-2 foi clonado no grupo, possibilitando que a
expressdo desse gene possa ser testada em outros sistemas de expressdo, para que a proteina
seja recuperada, purificada e utilizada para outros experimentos. Portanto, a comparacao das
construcdes em outros sistemas de expressdo pode ser valida, como E. coli bem como, em
outras linhagens celulares de mamiferos. Embora, as proteinas ndo tenham sido detectadas,
métodos alternativos de lise celular e, protocolos de precipitacdo de proteinas e solubilizacéo

poder&o futuramente ser empregados.
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7. CONCLUSOES
Neste trabalho, os resultados obtidos caracterizam a funcionalidade em nivel de
transcricdo das construgdes pCIL2"™, pCIL2?® e pCIES®™M=%®  Sygerindo que as
construgdes tenham potencial consideravel de gerar proteinas em células de mamiferos.
Assim futuramente, as construgdes poderado vir a ser testadas in vivo, o que poderd comprovar
0s seus efeitos terapéuticos (regressdo tumoral) ou profilatico (geracdo de resposta humoral).
Portanto, essas informacgdes sdo de extrema importadncia para futuros experimentos e
estratégias vacinais que venham a ser desenvolvidas pelo grupo.

Para o estabelecimento da producédo proteica, adequagdes serdo necessarias visto que
as mesmas construcfes ndo foram capazes de gerar as proteinas de interesse, ou ndo foram
detectadas pelos protocolos utilizados, mesmo apds modificacdes. Desse modo, estratégias de
cultivo, selecdo, lise celular, purificacdo e outras formas de recuperacdo da proteina deverao

ser exploradas no futuro, de modo que evite maiores gastos de tempo e recursos financeiros.
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