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RESUMO

Os papilomavirus constituem um grupo de pequenos virus de DNA de dupla fita
caracterizados por induzirem a formagdo de lesdes que sdo em geral benignas, podendo
regredir naturalmente ou se transformar em tumores malignos, gerando importantes perdas
econdmicas aos criadores. Os BPVs tipo 1 e 2 sdo carcinogénicos e estdo relacionados com o
cancer da bexiga urindria e o tumor sarcdide em eqiiino. Como existem muitos animais ja
infectados e afetados pela doenga, uma estratégia vacinal terapéutica torna-se necessaria e
muito aguardada pelos criadores. A imunizagdo genética ¢ uma estratégia bastante eficaz na
indugdo de imunidades humoral e celular em grande numero de modelos animais. O foco
deste trabalho foi realizar a constru¢do e avaliagdo funcional in vitro do vetor vacinal
pCIESsintB1/B2, usando o gene E5 otimizado para expressdo em célula de mamifero. As
sequéncias do gene ES dos BPVs 1 e 2 foram obtidas do GeneBank e analisadas quanto a suas
diferencas e ao uso preferencial de cddons, sendo entdo construida uma sequéncia otimizada a
qual foi sintetizada (E5sintB1/2), contendo um epitopo AU1 na regido N-terminal. O gene
ES5sint foi entdo clonado no vetor de expressdao pCl-neo usando sitios de restri¢ao inseridos no
gene sintético. A constru¢ao pCIESsintB1/2 foi seqiienciada para confirmagao. Para analise da
funcionalidade o vetor pCIESsintB1/2 foi utilizado para transfectar em células 293, usando o
Kit TransFast. Apds 48 horas de cultivo, as células foram coletadas e os extratos celulares
processados para preparacdao do extrato protéico celular e de RNA total. A expressdo génica
foi avaliada por meio de RT-PCR, SDS-PAGE, Dot Blot ¢ Western Blot (usando anticorpo
contra o epitopo AUI). Os resultados obtidos mostraram que apenas as células transfectadas
com a construcdo pCIESsintB1/B2 apresentaram transcricdo do gene E5 e conseqiiente
producdo da proteina. Estes resultados confirmam a expressao do antigeno vacinal em células

de mamifero.

Palavras-Chave: Papilomavirus bovino, gene E5, vacina DNA.



ABSTRACT

The papillomavirus constitute a group of small DNA viruses characterized for inducing
the formation of lesions that are in general benign, could regress naturally or change
into malignant tumors, and it can cause also economic consequences. BPV type 1 and 2
are related with the cancer of the urinary bladder and equine sarcoid. As many bovine
are already infected and affected for the disease, a therapeutic vaccine strategy becomes
necessary and awaited by the creators. The genetic immunization is a quite effective
strategy in the induction of humoral and cellular immunities in a great number of animal
models. The focus of this work was to accomplish the construction and evaluation in
vitro of the vector pCIES5sintB1/B2 function, using the gene E5 optimized for
expression in mammal cell. The sequence of the gene E5 of BPVs 1 and 2 were
obtained in GeneBank and analyzed as their differences and to the "codon usage", and
an optimized sequence was synthesized (ESsintB1/2), containing an AU epitope in the
N-terminal region. The gene ES5sint was cloned in the expression vector pCl-neo using
restriction sites inserted in the synthetic gene. The construction pCIESsintB1/2 was
sequenced for confirmation. For analysis of the functionality the vector pCIESsintB1/2
was utilized to transfect in 293 cells, through the Kit TransFast. After 48 hours of
cultivation, the cells were collected and the cellular extracts processed for preparation of
the protein extract and the total RNA. The gene expression was evaluated through RT-
PCR, Dot Blot and Western Blot (using antibody against the AU1 epitope). The results
showed that just the cells transfected with the construction pCIESsintB1/B2 presented
transcription of the gene E5 and consequent production of the protein. These results

confirm the vacinal antigen expression in mammal cells.

Key Words: Bovine Papillomavirus, gene ES, DNA vaccine.
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1. INTRODUCAO

Os papilomavirus (PVs) constituem um grupo de pequenos virus de DNA de
dupla fita caracterizados por induzirem a formacgdo de verrugas ou papilomas numa
grande variedade de organismos. Sdo virus capazes de transformar células basais do
tecido epitelial, induzindo tumores que, por vezes, regridem naturalmente, mas, em
alguns casos, geram um processo maligno ¢ fatal.

O papilomavirus bovino (BPV) tem sido amplamente caracterizado tanto por ser
considerado um modelo experimental ideal para o estudo do papilomavirus humano
(HPV), quanto pelo estudo etiologico da doenca em bovinos, sendo associado a
papilomatose cutanea,
tumores na bexiga (hematuria enzoética) e no trato digestivo superior.

Até o momento sao bem caracterizados seis diferentes tipos de BPVs (BPVs de
1 a 6), e recentemente outros quatro novos tipos (BPVs 7 a 10) tiveram seu genoma
seqiienciado. Os BPVs 1 e 2 estdo relacionados com o cancer de bexiga urindria e o
BPV 4 com cancer do trato digestorio superior. Embora os PVs sejam espécie-
especifico, existe um tUnico caso de infec¢ao cruzada dos BPVs 1 e 2 em cavalos ¢
outros eqiiideos, resultando em uma lesdo tumoral comum em eqiiinos, o sarcoide
eqiiino, que pode levar ao sacrificio do animal.

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevengdo do sarcéide em eqiiinos, da
papilomatose cutanea e cancer de bexiga em bovinos ¢ muito importante, entretanto,
como existem muitos animais j& infectados e afetados pela doenca, uma proposta
terapéutica se torna necessaria ¢ muito aguardada pelos criadores. Porém, devido ao
complexo ciclo de replicagdo dos papilomavirus, ndo ha um sistema de propagagdo em
laboratdrio que permita a produgdo de virions para fins vacinais.

A imunizagdo genética tem sido documentada como uma estratégia efetiva para
a indu¢do de imunidades humoral e celular em grande nimero de modelos animais,
protegendo o hospedeiro contra novas infec¢des virais e levando a regressao das lesdes
jé estabelecidas.

E5 ¢ a principal proteina dos BPVs 1 e 2, relacionada a transformacao celular, e
sua expressdo ocorre tanto no inicio como durante a infec¢do, tornando esse gene
importante para ser utilizado na vacina de DNA. Este trabalho teve como finalidade a
construgdo de vetores vacinais baseados no gene sintético ES de BPVs 1 ¢ 2 ¢ a
avaliacdo de seu potencial de expressdo em células de mamiferos. Além da importancia

7
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econdmica do controle da infeccdo por BPV no contexto da pecuaria nacional, este
sistema também ¢ um excelente modelo para o estudo de estratégias vacinais aplicadas a

infec¢@o pelo HPV em humanos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) constituem um grupo de pequenos virus da familia
Papillomaviridae, que comumente infectam células basais nos epitélios cutaneo e
mucoso induzindo-as a formacdo de lesdes tumorais, conhecidas como papilomas ou
verrugas (Howley & Lowy, 2001). As lesdes causadas sdo geralmente benignas, e a
infecgdo ¢ normalmente eliminada pela resposta celular imuno-mediada, a qual ¢
direcionada contra antigenos virais (O’Brien & Campo, 2002). Entretanto na minoria
dos casos, as lesdes mucosas ndo regridem e podem progredir para cancer,
particularmente na presenga de co-fatores (Nicholls & Stanley, 2000; Zur Hausen, 2002;
Campo, 2006).

Este grupo de virus € capaz de infectar uma variedade de animais, desde
passaros até mamiferos, incluindo o homem (Zheng & Baker, 2006). Os tipos que
infectam os homens sdo denominados abreviadamente por HPV, mas também sdo bem
conhecidos os que infectam bovinos — BPV (Papilomavirus Bovino), coelhos — CRPV
(Cottontail Rabbit Papillomavirus — Papilomavirus do coelho cottontail) e caes - COPV
(Cannine Oral Papillomavirus — Papilomavirus oral canino). Outros animais que podem
ser infectados sdo os veados, os cavalos, os hamsters e os macacos (Ozbun, 2002;

Ferreira et al, 2002).

O PV ¢ um pequeno virus oncogénico, nado-envelopado, com morfologia
icosaédrica e diametro de 55-60nm (Figura 1). O capsideo apresenta 72 capsOmeros,
formado pelos pentdmeros de 360 copias de uma proteina designada L1, além de 12
copias de outra proteina, denominada L2, (Baker et al., 1991; Modis et al., 2002) que
atravessa o capsideo e liga-se ao genoma viral, sendo este constituido por DNA circular,
dupla fita com cerca de 8 Kb (de Villiers et al., 2004).

O genoma do papilomavirus ¢ composto por 8 ORFs (Open Reading Frames,
quadro aberto de leitura) possuindo 6 genes que se expressam precocemente € dois
genes mais tardiamente, denominados E (Early - precoce) e L (Late - tardio),
respectivamente. O genoma pode ser dividido em trés partes: a longa regido de controle

(LCR-long control region ou URR-upstream regulatory region) que corresponde a 15%
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do genoma; a regido E, que codifica proteinas envolvidas com a transformagao celular
(E6, E7, ES), com a maturagdo viral e alteragdo da matriz intracelular (E4) ou com a
replicacdo e transcrigdo do genoma viral (E1 e E2), e abrange 45% do genoma; e a
regido L, a qual representa 40% do genoma, responsavel pela codificagdo das duas
proteinas capsidiais L1, que compde 90% do capsideo e possui um peso molecular
aparente de 54-58 kDa, e L2, a qual encontra-se associada a proteina L1 e tem um peso
molecular aparente de 68-76 kDa (Frazer, 1996; Han et al., 1999; Nicholls & Stanley,
2000; Munger & Howley, 2002; Buck et al., 2005) (Figura 2). Os genomas de BPV-3,
BPV-4 ¢ BPV-6 perderam a ORF E6, que foi substituida por ES (originalmente definida
como ES8), enquanto que a maioria dos tipos de PV, BPV-1, BPV-2 ¢ BPV-5 ainda

mantém esse gene (Borzacchiello & Roperto, 2008).

Figura 1. Morfologia do papilomavirus. Capsidio ndo-envelopado e icosaédrico (Xu et al,

2006; Modis et al, 2002).

BPV-1

Transformagéo Replicacdo/Transcricdo Proteina do Capsideo

/ \ Replicagao l Transformagio l Proteina do Capsideo

] / j |
(E7] (E4] | 2 I L1 |

l I ] = ] I | | | | LCR
I 1 1 T T T T T 17.945 kb
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 2. Representagdo linear do genoma de BPV-1 (adaptado de Campo, 2006).

A regido LCR ¢ uma area nao-codificante do genoma viral de aproximadamente

500-1000 nucleotideos, dependendo do tipo do papilomavirus, situada entre o terminal
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3’ da ORF tardia e o terminal 5° da ORF precoce. Essa regido possui inimeras locais de
ligagdes para os repressores e ativadores da transcrigdo, além da origem de replicagdo (Nicholls
& Stanley, 2000; Munger & Howley, 2002; Borzacchiello & Roperto, 2008).

A LCR dos BPV-1, BPV-2 e BPV-5 tem doze sitios de ligagdo a E2, enquanto
que nos tipos 3, 4 e 6, sdo reconhecidos apenas quatro sitios de ligacdo a E2. A proteina
E2 ¢ a reguladora da transcricdo viral, e sua ligacdo a LCR pode ativar ou reprimir a
transcricdo dos genes virais (Borzacchiello & Roperto, 2008). No entanto, a LCR de
BPV-4 possui multiplos elementos regulatorios positivos e negativos capazes de agir
independentemente da presenca de E2. Dentre estes, o fator de transcri¢ao celular
melhor caracterizado ¢ o PEBP2, que se liga ao sitio de E2 (Jackson & Campo, 1995).

O produto do gene El possui uma atividade helicase dependente de ATP,
responsavel pela fase inicial de replicacio do DNA viral. A replicagdo do DNA viral ¢
iniciada apds a ligacdo da proteina E1 as seqiiéncias ricas em AT da origem de
replicagdo. O produto do gene E2 est4 envolvido tanto no controle da transcrigdo quanto
na replicacdo do DNA viral, sendo responsavel pelo reconhecimento e ligacdo na
origem de replicagdo. A proteina E2 pode se apresentar na forma integra, a qual tem a
funcdo de reprimir a transcri¢do em certas condigdes, ou na forma N-terminal que atua
como ativador transcricional (Yang et al., 1991). Outra relevante fungdo de E2 ¢ a sua
capacidade de segregar o genoma epissomal de BPV para as células-filhas, apds a
divisdo celular, através da ligagdo do genoma ao cromossomo mitético, garantindo
assim a igualdade de distribuicdo e retengdo do DNA viral (Baxter et al., 2005). A
proteina E2 de BPV-1 associa-se com a cromatina mitdtica através do dominio
aminoterminal da proteina, € uma vez ligada ¢ capaz de interagir com o genoma viral
via dimerizagdo do terminal carboxila e dominio de ligagdo ao DNA (Lehman &
Botchan, 1998; Skiadopoulos & McBride, 1998; Ilves et al., 1999; Abroi et al., 2004).
Para a associacdo de E2 com a cromatina mitdtica, o estado fosforilado da proteina E2
nao ¢ requerido (Bastien & McBride, 2000), e € provavel que a proteina celular Brd4
seja a responsavel pela interacdo de E2 com os cromossomos mitoticos (You et al.,
2004).

A ORF E4 codifica uma familia de pequenas proteinas que sdo abundantes no
citoplasma de queratindcitos, ajudando a fase produtiva de replicagdo do DNA viral
(Anderson et al., 1997). Em cultura de células e em infecgdes naturais, E4 interage com

a rede de filamentos de citoqueratinas, resultando em uma reorganizagdo do
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citoesqueleto e onde provavelmente desempenha um papel auxiliar na replicagdo e
liberacao do virus, através do rompimento do citoesqueleto citoplasmatico (Doorbar,
1991; Borzacchiello & Roperto, 2008).

A proteina E5 do papilomavirus sdo pequenos polipeptideos hidrofébicos de
membrana, variando desde 42 aminoacidos no BPV 4, a 83 aminoacidos no HPV 16, ¢ a
maioria apresenta atividade transformante. ES ¢ expressa tanto nos estagios iniciais
como durante a infec¢do viral e sua expressdo modifica a resposta celular a fatores de
crescimento, assim como bloqueia a expressdo de moléculas do MHC (Complexo de
histocompatibilidade principal) na superficie das células.

A proteina E6 de BPV ¢ um ativador transcricional, que interage com e inibe o
coativador de transcricio CBP/p300 e, em fazendo-o também inibe a funcao do
supressor tumoral p53 (Zimmerman et al., 2000), alcancando assim o mesmo resultado
que as proteinas E6 de Alfa-HPVs, ou seja, a inativagdo do ciclo celular e apoptdtico
detendo as fungdes de p53. E6 liga a proteina de adesdo focal paxillina e bloqueia a
interacao entre paxillina e varios outras proteinas de adesao focal, incluindo vinculina e
quinase de adesdo focal (Tong et al., 1997). Além disso, E6 interage com AP-1, um
complexo adaptador trans-Golgi rede-especifica de clatrina, e ¢ provavel que esta
interagdo afete os processos celulares envolvendo vias de trafego mediado por clatrina
(Tong et al., 1998).

O gene E7 de BPV-1 codifica uma proteina de 127 aminoécidos, que coopera
com E5 e E6 na inducdo de transformacgdo celular. Em células infectadas naturalmente,
a expressdo de E7 de BPV-1 ¢é observada no citoplasma e nucléolos das células basais e
inferiores da camada espinhosa, enquanto que a expressao de E7 de BPV-4 ¢ observada
em todas as camadas de papilomas, em todas as fases (Borzacchiello & Roperto, 2008).
A proteina E7 de papilomavirus humano (HPV) tipo 16 (o virus associado com
carcinoma cervical) interage com e inibe o supressor tumoral pl05Rb. Esta inibi¢do
leva a proliferacao celular imprevista. Contrariamente ao E7 de HPV-16, E7 do género
Delta-BPV perde o dominio candnico de ligacdo a pl105Rb LXCXE e ainda ndo ¢ claro
como ¢ que ela contribui para a transformacao celular (Nasir & Campo, 2008).

O genoma viral também contém os genes tardios que codificam as duas
proteinas que compdem o capsideo do virus. A proteina L1 € a principal proteina do
capsideo viral e a proteina L2 corresponde a uma pequena por¢do do capsideo (Buck et

al., 2005). As proteinas L1 e L2 s3o expressas no nucleo dos queratindcitos
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diferenciados. Durante a morfogénese do virion, L2 liga-se ao DNA viral, favorecendo
a sua encapsidacao, ja L1 medeia a ligacdo do virus aos receptores da superficie celular.
No entanto, ¢ provavel que L2 também apresente um papel importante durante a
infeccdo. Ambas as proteinas codificam epitopos neutralizantes e, no caso de L2 de

BPV-2, epitopos de rejeicdo tumoral (Campo, 2006; Borzacchiello & Roperto, 2008).

2.2. Ciclo viral dos papilomavirus

O ciclo de vida do papilomavirus esta intimamente ligado & diferenciagao
epitelial, j& que se replicam no epitélio escamoso estratificado da pele e mucosas
(Campo, 1997; Stanley, 2001). A liberagdo dos virions ndo envelopados depende da
desintegracao celular normal, tipicamente observada proxima a superficie do epitélio. A
dificuldade de mimetizar a diferenciacdo do epitélio estratificado, em culturas de
células, tem sido um desafio para o estudo do ciclo de vida desses virus. Dessa forma,
muito do que se sabe sobre a morfogénese deriva do estudo de versdes recombinantes
das proteinas estruturais L1 e L2 (Buck et al., 2005). Além disso, o complexo ciclo de
replicacdo dos papilomavirus dificulta a montagem de um sistema de propagacdo em
laboratorio, que permita a producdo de virions para fins vacinais (da Silva et al., 2001).

O processo infeccioso inicial ocorre na camada basal do epitélio, através de
microlesdes e/ou abrasdo, mas os primeiros sinais de transcricdo do genoma viral so
aparecem cerca de 4 semanas apods a infeccdo (Buck et al., 2005). No estagio inicial do
ciclo viral, o virus expressa parte dos seus genes nas camadas basais e suprabasais,
replica o genoma durante a diferenciagdo da camada espinhosa e granular e por tltimo
expressa as proteinas estruturais nas camadas escamosas para a encapsidacdo do seu
DNA e montagem dos virions, que sdo liberados através da descamacdo da camada
queratinizada (Figura 3). A medida que os virus amadurecem e as particulas virais se
agrupam, eles migram para células hospedeiras em direcdo a superficie,
conseqiientemente, virus completos sdo encontrados apenas nas camadas epiteliais
superiores (Campo, 1997).

Uma caracteristica interessante, apresentada pela grande maioria de tipos de PV,
¢ a capacidade de permanecer em longos ciclos de laténcia. Apos algum dano no
epitélio infectado, possivelmente através da producdo de citocinas inflamatorias e
estimulagdo da proliferagdo celular, ocorre a inducdo da expressao dos genes virais

resultando na formacdo do papiloma (Campo, 2006). O genoma viral pode ser
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frequentemente encontrado no epitélio histologicamente normal, sem nenhum sinal
clinico da doenga (Ogawa et al, 2004).

Apesar de serem virus epiteliotropicos (Campo, 2003), ha evidéncias da
presenga de BPV em células do sangue periférico (Stocco dos Santos et al., 1998;
Freitas et al, 2003; Freitas et al., 2007), placenta, gametas e fluidos corporeos (Carvalho
et al., 2003; Freitas et. al., 2003; Freitas et al., 2007), sendo sugerida a transmissao
vertical de BPV 1 e 2 (Stocco dos Santos et al., 1998; Freitas et al., 2003; Freitas et al.,
2007).
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Figura 3. Ciclo de infeccdo do PV. Entrada do virus no tecido epitelial através de microtrauma
e estabelecimento da infec¢do na camada basal (células com nucleo azul). As células de nucleo
verde indicam a expressdo das proteinas L1 e L2 para montagem dos virions que sdo liberados

posteriormente (adaptado de Lowy and Schiller, 2006).

2.3. Papilomavirus bovino (BPV)

Seis diferentes tipos de papilomavirus bovino (BPV 1 - 6) sd3o bem descritos e
caracterizados. Originalmente os BPVs foram classificados em dois subgrupos, A ¢ B,
baseados na estrutura do seu genoma e no tipo de patologia causado. O subgrupo A
formado pelos tipos 1, 2 e 5, os quais eram definidos como fibropapilomavirus por
infectarem tanto o epitélio quanto a camada subdérmica formando fibropapilomas. O

subgrupo B compreendia os tipos 3, 4 e 6, estritamente epiteliotropico, infectando
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somente as células epiteliais (queratindcitos) e induzindo a formagdo de papilomas
(Jarrett et al, 1984; Campo, 2002; Campo, 2006).

Recentemente, os papilomavirus foram re-classificados seguindo a nomenclatura
de Greek usada para outras familias virais (de Villiers et al., 2004). Dessa forma, de
acordo com a nomenclatura atual, que leva em consideragdo as propriedades bioldgicas
e organizacdo do genoma, os epiteliotropicos (BPVs 3, 4 e 6) sdao definidos como Xi-
papilomavirus, os BPVs 1 e 2 como Delta-papilomavirus e o BPV 5 ¢ membro tnico do
género Epsilon-papilomavirus (de Villiers et al., 2004). Para identificagdo de novos
tipos de PV, o gene L1 tem sido utilizado por ser o mais conservado do genoma. Um
novo PV isolado ¢ reconhecido como tal se a seqiiéncia de DNA da ORF L1 divergir em
mais de 10% do tipo de PV conhecido mais proximo. Diferencas entre 2% e 10% na
homologia definem um subtipo e menor que 2% um variante (de Villiers et al., 2004).

Ogawa et al. (2004) relataram 13 provaveis novos tipos de BPV no Japao, com
base em andlises de PCR. Recentemente, dois novos tipos de BPVs foram
caracterizados. Analises filogenéticas baseadas na ORF L1 classificaram um isolado de
BPV no Japao como BPV 7, originando um novo género na familia Papillomaviridae
(Ogawa et al., 2007). O BPV 8 também foi isolado no Japdo e andlises filogenéticas
foram usadas para classificar esse novo tipo no género Epsilon-papilomavirus, junto ao
BPV 5 (Tomita et al., 2007). Outros dois tipos foram isolados de lesdes no epitélio e de
acordo com a organiza¢do do seu genoma e sua composicdo, ambos os virus sdo
filogeneticamente proximos ao BPV- 3, -4 e -6. Desta forma, os novos tipos sdo
classificados no género Xi-papilomavirus e designados BPV-9 ¢ BPV-10 (Hatama et al.,

2008).

2.4. Papilomatose Bovina

Nos bovinos s3o mais comuns papilomatoses cutdnea ¢ nas mucosas genital e
orofaringea, ndo havendo diferenca na prevaléncia da patologia entre os sexos ou entre
ragas, sendo mais frequente em animais com menos de dois anos de idade (Corréa &

Corréa, 1992).

A papilomatose bovina, também conhecida como verruga, figueira, verrucose,
fibropapilomatose e epitelioma contagioso, é caracterizada pela presenca de lesdes

tumorais que ocorrem na pele, mucosas € em alguns 6rgdos. A papilomatose bovina,
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embora ndo caracterize um processo neoplasico, ¢ uma doenca importante
economicamente por causar desvalorizagdo dos animais a serem comercializados,
piorando a aparéncia e causando depreciagdo do couro dos animais afetados (Mello e
Leite, 2003).

Dependendo da intensidade das lesdes, poderdo ocorrer debilitagdo e alteragdes
funcionais organicas ocasionadas pelos tumores. Infecgdes bacterianas secundarias
podem resultar em perda de condic¢do corporal. A supuracdo das verrugas traumatizadas
pode resultar em dermatite necrética. A hemorragia e miiase de verrugas traumatizadas
também nao sdo incomuns e podem resultar na morte do animal. Interferéncias na
lactacdo e no coito também sao relatadas, devido a obstrucao fisica. A mastite devido a
infeccdo ascendente e o trauma de papilomas multiplos na base da teta foram relados
como possiveis causas de perda produtiva nos animais (William et al., 1992). A doenca
¢ cosmopolita e, em determinadas formas, acomete principalmente animais de até 2
anos de idade, embora todas as faixas sejam atingidas (Mello & Leite, 2003). Para a
transmissao da forma cutanea, ¢ necessario haver solucdo de continuidade na pele e a

infec¢do pode se dé por contato direto (animal-animal) ou indireto (fomites).

No Brasil, a papilomatose bovina ¢ um grave problema econdmico para os
criadores, existindo regides em que a papilomatose ¢ endémica (Vale do Paraiba — SP).
Na regiao Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco (regido da Zona da Mata), a
incidéncia de papilomatose bovina ¢ muito alta provocando grandes perdas econdmicas
para os criadores, podendo atingir 30% do plantel em algumas propriedades. A
papilomatose cutanea geralmente esta relacionada aos BPVs 1, 2, 3, 5 ¢ 6, sendo os
tipos 3, 5 e 6 restritos ao ubere (Campo, 1997; 2002).

Além da papilomatose, o gado pode apresentar processos neopléasicos derivados
da maligniza¢do de papilomas pré-existentes, devido a acdo sinérgica de co-fatores
ambientais (Campo, 2002; Leal et al., 2003). Tais anomalias acompanhadas de outras
modificagdes celulares induzidas por co-fatores ambientais, como, por exemplo, o
consumo da samambaia Pteridiun aquilinum v. aracnoideum, podem causar o
desenvolvimento de cancer (Jackson et al., 1993; Campo, 1997a; Moura et al., 1988;
Campo, 2002).

As lesdes mais comuns associadas a infecgdo em bovinos sdo: papilomas na pele
causados por BPV 1, 2 e 3; papilomas e cancer no trato gastrointestinal superior por

BPV 4; papilomas no tbere por BPV 1, 5 e 6; papilomas no pénis, BPV 1; e cancer na
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bexiga urinaria de animais acometidos por BPV 1 e 2 (Jarret et al., 1984; Campo, 1998;
Jelinek & Tachezy, 2005) (Figura 4). O BPV 8 causa papilomas cutaneos ¢ os BPVs 9 e
10 estdo associados a papilomas no epitélio escamoso do ubere (Campo, 1997; Campo,

2002; Borzacchiello, 2008).

Figura 4. Representagdo da papilomatose bovina (A e B), cancer no trato gastrointestinal
superior (C) e cancer na bexiga urinaria (D) (adaptado de Campo, 2002; Borzacchiello,

2008).

As tetas e o ubere das vacas estdo sujeitos a infec¢do por trés diferentes tipos de
BPV. A doenga, se causada especialmente por BPV 6, torna-se ndo apenas um problema
de satde, mas também causa grandes conseqiiéncias econdmicas. Uma caracteristica
dos papilomas causados pelo BPV 6 ¢ sua expansdo secundéria ao redor do tumor
primario, causando a impossibilidade das vacas de amamentarem seus bezerros e, além
disso, os papilomas podem fechar os canais das tetas tornando o local propenso para
infeccdo por bactérias (Campo, 1998, 2006). A Papilomatose no pénis de touros
reprodutores € outro problema que interfere com as fungdes normais dos animais € que
pode levé-los ao sacrificio (Campo, 2002).

O BPV 4 infecta o epitélio da mucosa gastrointestinal (GI) superior e induz a

formagao de papilomas pela expressao de suas proteinas transformantes. Os érgaos mais
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comumente afetados sdo faringe, esofago, ramem e reticulo. Animais que desenvolvem
papilomatose extensiva tém dificuldade de comer e respirar e sdo descartados. Porém, se
a doenga ndo ¢ tdo severa, os animais sobrevivem, mas apresentam alto risco de
desenvolverem carcinoma de células escamosas (Campo, 2002). Epidemiologica e
experimentalmente evidenciou-se que papilomas causados por BPV 4 podem evoluir
para carcinomas de células escamosas em animais alimentados com samambaia (Campo
etal., 1994).

Além das verrugas comumente associadas, os BPVs 1 e 2 também estdo
implicados em lesdes neoplasicas. O BPV 2, e menos comumente o BPV 1, estdo
relacionados ao processo carcinogénico da bexiga urinaria (Borzacchiello et al., 2008).
Eles estdao associados com uma sindrome conhecida como hematuria enzodtica, a qual ¢
causada pela ingestdo prolongada de brotos de samambaia (Confer & Panciera, 2001).
Estudos prévios tém apontado para uma agdo sinérgica entre BPV e compostos da
samambaia (figura 5), como a quercetina (Campo, 2002; Leal et al., 2003). O DNA
viral estd presente nos tumores em multiplas copias epissomais, porém nao ha registros
da presenca de particulas virais (Campo et al., 1992). O animal infectado pelo BPV-2 ¢
exposto a imunossupressores, Os quais ativam os principios mutagénicos e
carcinogénicos presentes na samambaia influenciando a ativacdo da expressdo dos
genes virais, como E5 e E7, conduzindo para a transformagdo celular e iniciando o
processo cancerigeno. Alguns eventos celulares acontecem quando o BPV 2 esta
associado ao cancer da bexiga urinaria, como a ativagdo da telomerase, aumento da
expressdo do oncogene c-H-ras e da ciclooxigenase-2 (COX-2), assim como a ligagdo
da proteina E5 ao receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF-f)
(figura 5).

Embora os papilomavirus sejam considerados extremamente espécie-especificos,
o BPV 1 e 0 BPV 2 em menor freqiiéncia, sdo encontrados em tumores fibroblasticos de
eqiiinos denominados tumores sarcoides (Nasir & Reid, 1999; Campo, 2003). No
entanto, até o momento nido esta claro o modo de transmissdo, nem existe tratamento
eficaz contra esta doenga (Chambers et al., 2003).

O sarcoide eqiiino pode ser considerado como tumor fibroblastico benigno que
afeta cavalos, mulas e burros, podendo ocorrer como lesdes tUnicas ou multiplas em
diferentes formas, desde pequenas lesdes parecidas com verrugas até grandes ulceras

fibrosas. As lesdes podem ocorrer em todo o corpo, mas existem sitios de predisposi¢ao,
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em especial na regido paragenital, no torax-abdome e na cabeca e, freqlientemente,
ocorrem em locais de lesdo prévia e cicatrizes (Borzacchiello et al, 2007). Até o
momento, sabe-se que ndo existe prevaléncia de sexo para o desenvolvimento da
doenga, porém, os animais machos e jovens sdo mais afetados (Chambers et al, 2003;

Nasir & Campo, 2008) (Figura 6).
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Figura 5. Representacao diagramatica da carcinogénese em bexiga urinaria em gados que
ingerem o broto de samambaia. BPV 2 infecta a mucosa da bexiga. A ligagdo de E5 a forma
ativada do receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGFp), o aumento da
expressdo da ciclooxigenase-2, c-H-ras e da telomerase sdo eventos celulares que acontecem
quando o BPV 2 esta associado ao cancer da bexiga urinaria (Borzacchiello et al., 2008).

A biologia da infec¢do pelo BPV-1 em sarcoide eqiiinos se assemelha a do BPV-
2 na bexiga urinaria em bovinos: em ambos os casos, a infeccdo ¢ abortiva e ndo-
produtiva, as proteinas precoces (proteinas E), incluindo a principal oncoproteina ES,
sdo consistentemente expressas, fornecendo evidéncias claras da presengca do DNA
viral; as proteinas tardias (proteinas L) sdo ocasionalmente detectadas, mas ndo se
observa particulas virais, sugerindo que a infec¢do é abortiva numa fase tardia (Nasir &

Reid, 1999; Nasir & Campo, 2008).
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Figura 6. Representagdo do sarcoide eqiiino (adaptado de Campo, 2002)

Para o desenvolvimento de tumores malignos em bovinos, apenas a infec¢ao
viral ndo ¢ suficiente e o BPV requer outros cofatores. O cofator ambiental de BPV no
cancer da bexiga urinaria ¢ a presenca do broto de samambaia nos pastos. Como o DNA
de BPV 1 ¢ encontrado na pele normal de eqiiinos, esta infeccdo parece ser necessaria
mas ndo suficiente para o desenvolvimento do sarcoide. Nenhum cofator ambiental foi
identificado para o desenvolvimento do sarcoide eqiiino, porém o componente genético

do animal parece ser decisivo para a progressao da doenga (Nasir & Campo, 2008).

2.5. Resposta Imune ao Papilomavirus Bovino

A resposta imune dos bovinos ao BPV ¢ muito pobre (Campo, 1998). Animais
podem carregar tumores grandes, produzindo virus ativamente em grandes quantidades,
mas ndo respondem facilmente aos antigenos virais durante o curso da infecg¢do e
anticorpos anti-BPV sdo raramente detectados. A falha do sistema imune em reconhecer
tanto o virus infectante como a progénie viral, ¢ devido ao fato do ciclo de vida do virus
ser restrito ao epitélio e ndo existir contato com o sistema imune do hospedeiro (O'Brien

& Campo, 2002; Tindle, 2002).
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Fortes evidéncias indicam que o processo de regressdo dos papilomas seja
mediado por uma resposta imune celular, enquanto que a protecdo contra a infecc¢ao seja
devida a anticorpos neutralizantes (Campo, 1997b). Animais com tumores ulcerados e
hemorragicos tém niveis altos de anticorpos anti-BPV e uma boa resposta humoral pode
ser obtida apods a inoculagdo intramuscular de virus purificados ou proteinas virais,
confirmando que apenas quando o papiloma ¢ danificado ou via imunizagao, antigenos
virais entram em contato com células imunes. Em estdgios tardios de infecc¢do, pode-se
observar uma resposta celular e humoral fraca, contra proteinas do capsidio e/ou contra
a proteina transformante E7, a qual parece estd associada com a rejeicdo do papiloma
(Campo, 1998).

A pobre resposta imune contra o BPV ¢, provavelmente, a principal razao para
persisténcia da infeccdo. Até mesmo em hospedeiros imunocompetentes, os papilomas
persistem por muitos meses antes que a regressao acontega. A falta de reconhecimento
pelo sistema imune, apesar de uma abundante expressdo das proteinas virais, sugere que
o hospedeiro fique incapacitado pela infeccdo causada pelo papilomavirus.
Recentemente, tem se tornado claro que, além da imunoevasao passiva, devido ao ciclo
de vida do virus ser confinado ao epitélio, os papilomavirus tém desenvolvido vias
ativas para esquivar-se do sistema imune do hospedeiro. Entre elas encontra-se a down-
regulation (menor expressao) do MHC 1, que evita o reconhecimento das células
transformadas ou infectadas pelos linfocitos T citotoxicos (CTL), os quais sdo capazes
de destruir as mesmas (O'Brien & Campo, 2002; Araibi et al., 2004; Ashrafi et al.,
2006).

O MHC I tem um papel crucial no reconhecimento imune e na liberagao do virus
das células infectadas. Esta molécula ¢ um complexo ternario formado pela cadeia
pesada (HC), microglobulina B2 e peptideo, todos estes elementos sdo essenciais para
formagao e estabilidade do complexo. A degradacdo proteolitica das proteinas virais
gera um espectro de peptideos que sdo carregados pela cadeia pesada do MHC I no
reticulo endoplasmatico, onde a microglobulina B2 e chaperonas, como TAP
(transportador associado ao peptideo), sdo importantes para formagdo do complexo
(Cresswell et al., 1999). O complexo MHC I ¢ glicosilado e transportado do reticulo
endoplasmatico, pelo aparato de Golgi, para a membrana plasmatica para ser
apresentado aos linfocitos T citotoxico. Portanto, MHC I desempenha um papel critico

na vigilancia imune (Gromme ef al., 1999).

21



Lira, R.C. Desenvolvimento de uma construcdo vacinal baseada no gene E5 de BPV

A down-regulation do MHC 1 ¢ realizada pela a¢ao da proteina ES do BPV, ¢ a
regulacdo ocorre em varios niveis: a transcricdo do gene da cadeia pesada do MHC I ¢
reduzida, o peptideo da HC do MHC I ¢ degradado e o complexo MHC I ¢ seqiiestrado
nas cisternas do Golgi e ¢ irreversivelmente impedido de chegar a superficie celular
(Marchetti et al., 2002; Araibi et al., 2006). A retengdo do MHC I na cisterna do Golgi ¢
o resultado de pelo menos dois eventos. Em primeiro lugar, a alcalinizagao induzida por
ES5 do aparelho de Golgi e, em segundo lugar, por uma interagao fisica direta entre ES e
HC do MHC I (Araibi et al., 2006). A inibicdo da expressdo do MHC I por E5 também
foi observada em papilomas induzidos por BPV, corroborando os experimentos
realizados in vitro (Araibi et al, 2004).

Apesar do capsideo viral estar inacessivel as células do sistema imune, as células
infectadas nas camadas internas do epitélio, que estdo expressando as proteinas virais
precoces (E5, E6 e E7), poderiam estar sujeitas a vigilancia das células do sistema
imune, incluindo os linfécitos e células apresentadoras de antigenos (APC). Embora
estas proteinas virais sejam imunogénicas quando administradas como vacinas (Tindle,
1996), os antigenos virais ndo sdo eficientemente apresentados ao sistema imune, nem
eles devem ser expressos em niveis detectdveis para o sistema imune durante a infec¢ao
natural. Isso acarretard uma ativagdo fraca das células T, resultando em uma ignorancia
imunologica e/ou tolerancia as células infectadas (O’Brien & Campo, 2002). A auséncia
das moléculas de MHC I na superficie das células epiteliais previne a apresentagao dos
peptideos virais para as células T efetoras, evitando a morte das células infectadas pelas
CTLs. Além disso, outro mecanismo para evitar a resposta imune ¢ a interferéncia na
rota do interferon (IFN), o que pode favorecer o estabelecimento do virus no inicio da
infec¢cdo (O'Brien & Campo, 2002).

Proteinas enddgenas, incluindo as proteinas virais, podem também entrar na rota
do MHC classe II e serem apresentadas pelo APC para os linfocitos T CD4 (Aichinger
et al., 1997). Como ES5 inibe o trafego das proteinas dos endossomos precoces para o
tardio (Thomsen et al., 2000) e alcaliniza os endossomos (Straight et al., 1995) a
expressdo de ES pode também afetar a apresentacdo do antigeno pelo MHC II pela rota
do endossomo.

Mediadores inflamatorios sdo liberados como resultado de um dano ao tecido
produzido por algum patdgeno, por exemplo, podendo assim, ativar as APCs, como as

células dendriticas (células de Langerhans (LC) na pele), permitindo que estas células
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possam eficientemente processar e apresentar os antigenos estranhos para as CTL.
Como o ciclo de infeccdo dos PV ¢ ndo-litico, ndo provoca nenhum sinal pro-
inflamatorio que ative células dendriticas (DC) e induza sua migragdo para o local da
infeccdo. A natureza ndo-litica da infeccdo por papilomavirus limita a produgdo de
antigenos que sdo processados e apresentados ao sistema imune adaptativo (O'Brien &
Campo, 2002; Kanodia et al., 2007). No caso da infeccdo por BPV, a expressao da
proteina ES ¢ capaz de afetar a apresentacdo do antigeno tanto pelo MHC I quanto
MHC 1I, interferindo de forma precisa e decisiva na resposta imune do hospedeiro
infectado. Desta forma, a proteina E5 se torna uma excelente ferramenta para estudos na

regressao de tumores estabelecidos, através das vacinas terapéuticas.
2.6. Proteina ES do Papilomavirus Bovino

A proteina E5 do papilomavirus bovino possui 44 aminodcidos, esta localizada
no aparato de Golgi e em outras membranas intracelulares; ¢ composta por uma porg¢ao
altamente hidrofobica, compreendida entre os aminodcidos 4 a 31, e outra hidrofilica,
entre os aminodcidos 32 a 44, por¢do C-terminal (Figura 7). ES ¢ encontrada na célula
tanto como monomero, dimeros ou tetrdmeros, mas a forma dimérica é a mais
abundante (Sparkowski et al., 1996; Adduci and Schlegel, 1999). A oligomerizagao
parece ser essencial para a atividade transformante de ES, ja4 que mutacdes nas cisteinas
37 e 39, aminoacidos responsaveis pela dimerizacdo da proteina, resultam em
polipeptideos monoméricos e sem agao transformante (Figura 8) (Adduci and Schlegel,
1999). A proteina E5 esta associada a membrana em uma orientacdo transmembrana
tipo II, com sua por¢do hidrofilica e C-terminal voltada para o lumen do reticulo

endoplasmatico ou do aparato de Golgi (Talbert-Slagle and DiMaio, 2008).
MET-PRO-ASN-LEU-TRP-PHE-LEU-LEU-PHE-LEU-GLY-LEU-VAL-ALA-ALA

17
MET-GLN-LEU-LEU-LEU-LEU-LEU-PHE-LEU-LEU-LEU-PHE-PHE-LEU-VAL

33 37 39
TYR-TRP-ASP-HIS-PHE-GLU-CYS-5ER-CYS-THR-GLY-LEU-PRO-PHE

Figura 7. Seqiiéncia de aminoacidos da proteina ES de BPV. Os aminoacidos criticos para a
ligacdo e ativagdo do PDGF-R e transformacdo celular sdo mostrados em negrito e enumerados

(DiMaio et al, 2000).
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Normalmente, o PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas) liga-se na
porcao extracelular do receptor e induz a sua dimerizacao, com subseqiiente ativagao da
atividade tirosino quinase, e autofosforilagdo do residuo de tirosina presente no dominio
intracelular do receptor. No entanto, a proteina E5, que ndo possui nenhuma atividade
enzimdtica intrinseca, ¢ capaz de formar complexos estdveis com os dominios
transmembrana e justamembrana do Receptor do Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGFB-R) ativando-o constitutivamente (DiMaio et al., 2000) (Figuras 8 e
9). Esta ativagdo também ocorre através da dimerizagdo do receptor e da
autofosforilacio de multiplos residuos da tirosina, presentes nas duas subunidades
intracelulares do receptor (Petti et al., 1991; Lai et al., 1998; DiMaio et al., 2000). O
estimulo do PDGFB-R ativa a cascata de sinaliza¢do intracelular, resultando em
proliferacdo celular (DiMaio & Mattoon, 2001). A oncogenicidade de ES deve-se, em
parte, a habilidade de induzir uma trans-fosforilagdo e ativar constitutivamente o
PDGFB-R, mas também existem outras atividades transformantes relacionadas a mesma
(Drummond-Barbosa et al., 1995; Goldstein et al., 1994; Lai et al, 1998, Suprynowicz et
al., 2005; Talbert-Slagle and DiMaio, 2008). A proteina E5 liga-se e ativa a forma
imatura do receptor PDGF (Goldstein et al., 1994; Petti ¢ DiMaio, 1992; Petti et al.,
1991), o que pode ocorrer no aparato de Golgi antes que o receptor seja glicosilado e
transportado para a superficie celular. Outros receptores tirosino quinase, como PDGFa-
R e EGF-R (Receptor do Fator de Crescimento Epidermal), foram testados, mas
nenhum foi capaz de permitir a agdo transformante de E5, indicando que ¢ especifica a
interagdo de E5 com o PDGFB-R (Goldstein et al., 1994). Os principais aminoacidos
envolvidos na interagdo de dimeros da proteina E5 com os receptores PDGFf sdo: o
aminoacido 17 (Glutamina) da proteina E5 e a treonina (513) do receptor PDGFf
(figura 9) (Adduci and Schlegel, 1999; Sparkowski et al.,1996).

O pequeno tamanho da proteina E5 sugere uma provavel tolerancia as mutagdes.
Portanto, estudos recentes demonstraram que toda a por¢do amino-terminal — (um
quarto da proteina), poderia ser substituido por outras seqiiéncias de aminoéacidos
hidrofobicos sem que sua atividade transformante fosse perdida. Andlises subseqiientes
de mutagdes nos cddons entre os aminoacidos 15 — 25 e de mudanga completa na regido
central hidrofobica da proteina, por insercdo de sequéncias hidrofobicas aleatorias,
reforgam essa hipotese. Os poucos aminoacidos essenciais para a proteina inclui as duas

cisteinas na porcdo C-terminal ligadas por pontes dissulfeto, importantes para a

24



Lira, R.C. Desenvolvimento de uma construcdo vacinal baseada no gene E5 de BPV

dimerizacdo de ES5, as glutaminas na posi¢do 17 ligadas por pontes de hidrogénio,
essencial para estabilizar o dimero de E5; e o acido aspartico na posicao 33 (DiMaio et
al., 2000). Quando a glutamina 17 ¢ substituida por uma glicina a atividade
transformante da proteina E5 ¢ extinta, j& que ndo ocorre a ligagdo de pontes de
hidrogénio entre as glutaminas ¢ o dimero de E5 n3o pode ser formado (Figura 9)
(Sparkowski et al, 1994; DiMaio et al., 2000). Esses dados revelam que a pequena
proteina hidrofobica pode exercer seu efeito no crescimento celular mesmo com
numerosas mudangas na seqiiencia, contanto que os principais aminoacidos ja citados

sejam mantidos (Talbert-Slagle and DiMaio, 2008).

Figura 8. Esquema de um complexo entre um dimero de E5 (cilindros escuros) e duas
moléculas do PDGFB-R (cilindros claros). Os dois paralelogramos brancos representam as
membranas interna e externa. A linha so6lida representa a ponte dissulfeto que estabiliza o
dimero, ¢ as linhas pontilhadas as pontes de hidrogénio entre a proteina ES ¢ o PDGFf-R ¢ entre
as glutaminas que também estabilizam o dimero. C- cisteina, D- acido aspartico 33, K- lisina

499, Q- glutamina 17, T- treonina 513 (Talbert-Slagle & DiMaio, 2008).

A proteina E5 também liga-se a Ductina 16K/subunidade ¢, um componente das
juncdes gap e da ATPase vacuolar, enzima responsavel por controlar o pH do aparato de
Golgi e outras organelas intracelulares. A associagdo entre a subunidade da ATPase e a
proteina ES parece ser mediada por interagcdes com a glutamina 17 de E5 e o 4cido
glutdmico no dominio transmembranico da ATPase (DiMaio et al., 2000). Esta
interacdo ¢ responsavel por uma “downregulation” das jungdes gap e conseqiiente

isolamento das células infectadas de suas vizinhas (Faccini et al., 1996). A interagao
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com a 16K conduz também a alcalinizagdao do endossoma e aparato de Golgi (Straight et
al., 1995; Schapiro et al., 2000), levando a retengdo intracelular de moléculas de MHC
classe I e também a uma incorreta glicosilagcdo da cadeia pesada da molécula MHC I
(Ashrafi et al., 2002; Marchetti et al., 2002). Como muitas proteinas reguladoras
importantes do crescimento, (incluindo o PDGFfB-R), transitam através do aparato de
Golgi até seu destino final na célula, ¢ possivel que a habilidade da proteina E5 em
perturbar o pH das organelas intracelulares possa influenciar a atividade destas
proteinas e contribuir para a transformacdo. A proteina E5 também pode associar-se
com a proteina a- adaptina, a qual estd envolvida no metabolismo dos receptores dos
fatores de crescimento; influenciando, desta forma, na sinalizagdo celular (DiMaio et

al., 2000).

Lys499 Lys499

Asp33a lspaah ‘ 4

'N i ’ Thr513

. ’
Gin17b . GIn17a
S

<7

Figura 9. Modelo de interagdo entre o dimero da proteina ES5 (hélices em azul claro) ¢ o
PDGFB-R (hélices em azul escuro). Os aminoacidos envolvidos na formagdo do complexo sao:
glutamina 17 (vermelho) da proteina E5 e treonina 513 (roxo) do PDGF-R; acido aspartico 33
(amarelo) da proteina ES5 e lisina 499 (verde) do PDGF-R (DiMaio and Mattoon, 2001).

A proteina E5 também promove a ativagdo de varias quinases, incluindo: ciclina
A-cdk2, MAP, JNK, PI 3-K e c-Src. Desta forma, interfere no controle do ciclo celular e
na cascata de transdugdo de sinais, contribuindo para o desenvolvimento de uma
neoplasia. Fosfoinositideo 3-quinase (PI 3-K) ¢ uma enzima que fosforila os
fosfolipideos inositol especificamente na posi¢do D-3 do anel do inositol. Os lipideos
fosforilados pela PI 3-k servem como segundo mensageiro envolvido na regulagdo do

crescimento celular e diferenciacao, apoptose, organizagao do citoesqueleto, motilidade
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celular, trafego de membrana e metabolismo da glicose. O heterodimero PI 3-K
(p85/p110) realiza um papel fundamental no fator de crescimento induzido por sinais
mitdticos e ¢ importante na transformagdo celular pela c-Src. Quando ES ativa
constitutivamente c-Src também induz a ativacdo persistente do PI 3-K, através de um
mecanismo que envolve o aumento da fosforilagdo da tirosina da subunidade regulatéria
(p85) do PI 3-K. A ativacao do PI 3-K nao requer a ativagdo constitutiva do c-Src ou
PDGF-R, mas ndo ¢ capaz de induzir transformagao celular suficiente. Suprynowicz et
al (2000, 2002) mostraram que tanto o E5 selvagem como os mutantes ES5
transformantes que eram defectivos em ativar o receptor PDGF, ativavam
constitutivamente o heterodimero (p85/p110) PI 3-K. Como foi mostrado que a ativagao
constitutiva do PI 3-K era capaz de induzir caracteristicas celulares transformantes, ¢
consideravel que a ativacio de PI 3-K contribua significativamente para a
transformag¢do dependente de ES.

A proteina E5 pode ativar Src sem a concomitante ativagdo do receptor PDGF.
A ativacdo de Src parece estar ligada a atividade transformante de ES, j4 que Src ndo ¢
constitutivamente ativo nas células que expressam o mutante defectivo em
transformagdo, E5S Q17G.

A proteina E5S do HPV possui um tamanho (83 aminoacidos) maior que E5 de
BPV e estd envolvida com a replicagdo do virus e a transformagdo celular fraca, que
aparentemente ¢ influenciada pela atividade do receptor EGF e possivelmente pela
ATPase vacuolar (Genther-Williams et al., 2005). E5 estd envolvida na carcinogénese,
mas sua acao esta restrita ao estagio precoce. A afinidade de ES do HPV pelo receptor
EGF, ao invés do PDGF-R, estd ligada ao tropismo tecidual dos HPVs, os quais
infectam exclusivamente as células epiteliais, um tipo celular rico em receptores EGF.
Ao contrario, BPV infecta também fibroblastos e outras células mesenquimais as quais
expressam de forma abundante os receptores PDGFp. Esta proteina estd localizada nas
membranas intracelulares incluindo aparato de Golgi e reticulo endoplasmatico, assim
como E5 de BPV, e parece que também estd localizada nas membranas nucleares. Em
contraste com a ativacdo ligante independente do receptor PDGFp causado pelo E5 de
BPV, a expressao de E5 do HPV16 afeta o metabolismo do receptor EGF. Células que
expressam E5 do HPV16 exibem niveis elevados do receptor EGF na superficie celular,
aparentemente como um resultado de uma redu¢do na degradagdo dos receptores nos

endossomos. Este processo ¢ acompanhado pelo crescimento da reciclagem do receptor
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para a superficie celular, elevando a fosforilacdo da tirosina do receptor (Figura 10).
Assim, o efeito primario da proteina ES do HPV nao ¢ ativar o receptor diretamente,
mas sensibilizar bastante as células para que elas possam responder melhor ao EGF
(Fator de crescimento epidermal) (DiMaio and Mattoon, 2001). A proteina ES do HPV
também ¢ capaz de associar-se fisicamente com a subunidade 16 KDa da ATPase
vacuolar e causar inibi¢ao da acidificacdo dos endossomos, o que pode ser responsavel
pela inibicdo da degradagdo dos receptores EGF, e aumento da reciclagem do receptor
para a membrana (Straight et al., 1993) (Figura 10). No entanto, Thomsen et al. (2000)
sugerem que E5 afeta o trafego endocitico ao invés da alcalinizagcdo dos endossomos.
As jungdes gap, que medeiam a comunicagdo célula-célula, também ¢ inibida pela ES
do HPV, assim como pelo E5 de BPV. Este efeito pode deixar as células insensiveis aos
sinais inibidores de crescimento enviados pelas células vizinhas. A associagdo entre ES
e ATPase vacuolar pode ser responsavel por prejudicar a comunicagdo célula-célula,
porque a subunidade da ATPase vacuolar parece ser um componente das jungdes gap na
membrana plasmatica (DiMaio & Mattoon, 2001). Esta proteina também causa a
retencdo do MHC (HLA) de classe I no aparato de Golgi e impede seu transporte para a
superficie celular. Ao contrario da proteina ES de BPV, ela ndo afeta a sintese da cadeia
pesada do HLA classe I ou a expressdo do TAP (Kim & Yang, 2006).

Nas verrugas, presentes nos bovinos, a proteina E5 de BPV ¢ expressa nos
queratindcitos epidermais assim como nos fibroblastos dermal. Além disso, a proteina
ES5 pode causar transformagdo tumorigénica em queratindcitos de murino estabelecidos.
Como os queratindcitos, normalmente, ndo expressam o receptor PDGF, esses
resultados sugerem que a transformacgao nessas cé€lulas pode ser mediada por diferentes
alvos celulares, possivelmente a ATPase vacuolar. Alternativamente, ¢ possivel que o
receptor PDGF[ seja expresso em niveis baixos nestas células epiteliais e que também
medei a transformacao celular (DiMaio & Mattoon, 2001).

Com relagdo ao cancer de bexiga, Borzacchiello et al. (2003) apresentaram
evidéncias da importancia da presenca de BPV-2 e da expressdo de E5 na progressao
tumoral. A proteina E5 foi localizada principalmente no citoplasma das células basais e
suprabasais. Possivelmente, estas células cancerosas escapam do controle do sistema

imune devido a uma reten¢ao das moléculas de MHC de classe I, mediado por ES.
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Células Normais Células transformadas por ES
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Figura 10. Modelo do efeito da proteina ES do HPV16 na reciclagem do receptor EGF. Nas
células normais, o receptor EGF ativado ¢é internalizado e degradado nos endossomos,
atenuando, assim, a sinalizagdo. A ATPase vacuolar mantém o baixo pH requerido para
degradacao dos receptores. Nas células transformadas por E5, a proteina se liga diretamente na
ATPase vacuolar e inibe sua atividade. Isto provoca a acidificagdo endossomal, resultando no
aumento da reciclagem do receptor para a superficie celular e amplia¢do da sinalizacdo (DiMaio

and Mattoon, 2001).

2.7. Vacina de DNA

A vacinagdo foi comprovada nos ultimos 120 anos ser o método mais eficiente e
efetivo no controle de doengas infecciosas. Apesar dos grandes beneficios das vacinas
existentes, ha ainda muitas doencas para as quais ndo existem vacinas. Recentemente
tem ocorrido o ressurgimento de varias doengas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (Kano et al, 2007).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas. As vacinas de primeira geragdo foram produzidas com microrganismos
vivos e atenuados, como a vacina BCG contra a tuberculose; ou mortos e inativados
como a vacina contra a Bordetella pertussis (Bloom, 1989). As vacinas que contém

organismos vivos tendem a induzir uma imunidade mais forte que as vacinas com
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organismos mortos ¢ também ndo necessitam do uso de adjuvantes para aumentar a
antigenicidade efetiva, o que poderia provocar reagoes locais severas. As vantagens das
vacinas que contém organismos mortos sdo a sua seguranca em relacdo a viruléncia
residual e a capacidade relativamente facil de armazenar. Embora as vacinas atenuadas
e vivas modificadas sejam um sucesso no controle de doencas infecciosas, sempre ha
necessidade de torna-las mais efetivas, baratas e seguras (Kano et al, 2007).

Na ultima década, o grande avanco da biologia molecular permitiu a introducao
de novas estratégias para a obtencdo e a producdo de antigenos, assim como, foram
otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses antigenos para as células
do sistema imune. Estas estratégias permitiram o desenvolvimento de vacinas mais
seguras, eficazes e polivalentes. Entre estas estdo as de subunidades, consideradas de
segunda geragdo, constituidas de antigenos purificados e provenientes de fontes naturais
ou sintéticas, e antigenos recombinantes. Este tipo de vacina apresenta uma potente
resposta humoral, porém nao induz resposta celular. As vacinas génicas (ou de terceira
geracao) surgiram com a introducdo de genes ou fragmentos de genes, que codificam
antigenos potencialmente imunogénicos, em vetores virais ou em DNA plasmidial
capazes de estimular tanto a resposta imune celular quanto humoral (Rodrigues Jr et al.,
2004). Os vetores virais apresentam um risco potencial e podem desencadear um
processo inflamatorio, ja as vacinas de DNA que utilizam plasmideos sdo relativamente
estaveis, mas precisam ser testadas e melhoradas (Liu, 2003).

A vacina de DNA foi descrita em 1990, quando um plasmidio contendo um gene
reporter que codifica a p-galactosidase expressou a proteina codificada apds a
inoculagdo direta no musculo de camundongos (Wolff et al., 1990). Este estudo avaliou
fatores que determinam a eficiéncia da transferéncia do gene e da imunogenicidade
conferida pela inoculacdo do plasmidio. Posteriormente, a inoculacio de DNA que
codifica uma proteina imunogénica do virus influenza conferiu imunidade protetora em
camundongos (Ulmer et al., 1993). A partir destes resultados, o entendimento sobre o
mecanismo imunolégico induzido por este tipo de vacina despertou interesse da
comunidade cientifica.

Diversos trabalhos tém demonstrado a inducdo da imunidade protetora em
camundongos pela imunizagdo genética contra uma variedade de microrganismos, como
virus (Davis & McCluskie, 1999), bactérias e protozoarios (Kalinna, 1997), e ainda

contra o cancer (Liu et al.,, 2004) e algumas doencas autoimunes (Ramshaw et al.,
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1997). Na medicina humana, as pesquisas com vacinas de DNA tém sido direcionadas
principalmente para a AIDS, malaria e tuberculose (Wang et al., 1998, Wang et al.,
2005; Zhang et al., 2007). A utilizagdo da vacinagdo por DNA na terapia contra tumores
gerou resultados satisfatorios (Liu et al., 2004) e, recentemente, resultou no controle de
crescimento de melanoma em estagio avangado (Liao et al., 2006).

Os plasmideos usados como vacina de DNA devem conter os seguintes
elementos essenciais: um promotor eucariotico forte, como o derivado do
citomegalovirus (CMV), o gene de interesse, gene de resisténcia a antibidticos, sitios de
clonagem, uma origem de replicagdo que permita crescimento em bactéria e
incorporagao das seqii€ncias de poliadenilacdo, que sdo capazes de estabilizar os
transcritos de RNA mensageiro ¢ sdo importantes para a translocacao deste RNA do
nucleo para o citoplasma (Donnelly e Ulmer, 1999). Para a maioria das vacinas de
DNA, o promotor CMV ¢ a escolha mais comum porque apresenta niveis altos de
expressao constitutiva em uma extensiva gama de células de mamiferos (Kutzler &
Weiner, 2008).

O principio da vacina de DNA ¢ elegantemente simples. O DNA codificando um
antigeno vacinal pode ser liberado no organismo por uma variedade de rotas, incluindo
injecdo intramuscular (IM). O DNA ¢ incorporado as células musculares (midcitos) e/ou
APC, como as células dendriticas (DC). Os DNAs que forem endocitados pelas células
no sitio de inoculacdo permanecem no nucleo celular sem ocorrer incorporacdo ao
genoma da célula hospedeira. As vias metabolicas da célula hospedeira sdo utilizadas
para os processos de transcrigdo do DNA inoculado e, em seguida, o RNA mensageiro ¢
traduzido para que ocorra a sintese do antigeno protéico relacionado ao agente
infeccioso. Os antigenos expressos endogenamente sdo processados pelas APC e os
fragmentos resultantes (contendo os epitopos integros) complexados com moléculas de
classe I, que sdo codificadas por genes do complexo de histocompatibilidade (MHC I).
Em seguida, estes peptideos sdo apresentados na superficie celular para o
reconhecimento e ativagdo especifica de linfocitos T CDS8 citotdxicos. Alguns dos
antigenos produzidos pelas células musculares sdo secretados para o espago
extracelular, onde podem tanto estimular linfocitos B a produzir anticorpos especificos,
como serem endocitados por outras células apresentadoras de antigenos. No processo de
endocitose, os antigenos passam do compartimento extracelular para o interior das

células APC e, por este motivo, sdo considerados antigenos exdgenos e assim
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processados em compartimentos celulares diferentes daqueles realizados quando o
antigeno ¢ originado dentro da célula. Os fragmentos de antigenos exodgenos sao
complexados com moléculas MHC classe II e apresentados na superficie das células
apresentadoras para o reconhecimento e ativacdo de linfocitos T CD4 auxiliares. As
vacinas de DNA sdo, portanto, capazes de induzir ambos os tipos de imunidade
protetora, humoral e celular, com a estimulagdo de linfocitos T CD4+ ¢ T CD8+, sem
alguns dos possiveis riscos associados as vacinas com organismos vivos (Dunham,
2002; Henke, 2002) (Figura 11). Apds o processamento e apresentagdo de antigenos
pelas APCs, sdo produzidas citocinas, como a IL-12, que estimula a diferencia¢do das
células T virgens em Thl efetoras. Por sua vez, as células Th1 produzem citocinas como
o IFN-y que pode atuar na célula alvo que possui o transgene (Oliveira et al., 1998;
Nagata et al., 2004) e melhorar a expressao de moléculas de MHC classe II pelas células
apresentadoras de antigenos, facilitando a apresentacdo do antigeno e a ativacdo da
célula T.

As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando comparadas as
vacinas classicas, em termos econdmicos e técnicos. O tempo para a produgdo da vacina
de DNA ¢ rapido, o custo de produgdo em larga escala é consideravelmente menor ao
custo de producdo das vacinas compostas de fracdo subcelular e peptideos sintéticos
(Whalen, 1996, Robinson, 1997). Trata-se de uma vacina altamente reproduzivel e tanto
a producdo quanto o isolamento pode ser realizado em larga-escala, otimizando o tempo
de producdo e custo. Pequenas doses sdo efetivas em modelos animais, os vetores
plasmidiais sdo simples de manipular e pode ser testado rapidamente. O controle de
qualidade ¢ mais facil, a comercializacdo nao necessita de uma rede de refrigeracao,
pois estas vacinas sdo estaveis a temperatura ambiente e podem ser liofilizadas (Waine
& McManus, 1995). Estes fatores facilitam o transporte, a distribuicdo e o
estabelecimento de amplos programas de imuniza¢des em regides de dificil acesso, o
que seria interessante para a realidade brasileira e de outros paises em desenvolvimento

(Azevedo et al., 1999, Glenting & Wessles, 2005).
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Figura 11. Indu¢@o da imunidade humoral e celular pela vacina de DNA. O plasmideo entra no
nucleo dos miodcitos ou APC, utiliza a maquinaria celular para transcri¢do do gene seguida da
expressdo da proteina no citoplasma e conseqiientemente a formagao dos antigenos protéicos.
APC apresenta o antigeno através do MHC I pela transfecgado direta (2) ou através da fagocitose
de corpos apoptoticos de células transfectadas (3). APC também exibem o antigeno pelo MHC
II quando endocitam o antigeno exdgeno (4) liberados pelas células transfectadas. APCs
carregada com o antigeno migra para o linfonodo pelo vaso linfatico aferente (5) onde apresenta
o peptideo para as células T inativas via MHC e receptor do linfocito T (TCR). Esta interagao
prové os sinais secundarios para iniciar uma resposta imune, ativar ¢ ampliar as células T ou,
alternativamente, ativar as células B e cascata de producdo de anticorpo (Kutzler & Weiner,
2008).
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No caso de individuos imunocomprometidos, um grupo com alto risco de
desenvolver uma doenga, a vacina de DNA seria interessante, pois uma vacina
comercial como, por exemplo, contra a tuberculose (BCG) ¢ contra-indicada (Whalen,
1996). Em criangas e idosos, cujo sistema imunoldgico se apresenta imaturo ou
deficiente, a avaliacdo da vacina de DNA nao apresentou os riscos proporcionados pelas
vacinas vivas atenuadas (Siegrist, 1997).

A imunidade adquirida pela vacina de DNA persiste por longo periodo de
tempo, devido a constante producdo enddgena do antigeno pela célula hospedeira e a
capacidade destes antigenos estimularem linfocitos de memoria imunolédgica (Snadeep
et al., 1996). O sucesso da imunizagdo com DNA depende, principalmente, da natureza
dos antigenos, da freqiiéncia e via de administragdo, da concentracio de DNA
administrada, da localizagdo celular do antigeno codificado pelo plasmidio (secretado,
ligado @ membrana ou citoplasmatico), da idade e saude do hospedeiro e da espécie dos
animais vacinados (Rainczuk et al., 2003; Morel et al., 2004; Robinson, 1997; Fyan et
al., 1993).

Os riscos que podem ser gerados com vacinas de DNA, como, a integragdo do
plasmidio ao genoma hospedeiro, gerando mutagénese pela ativagdo de protoncogenes
ou pela inativacao de genes supressores de tumor, estdo sendo avaliados. Estudos tém
mostrado baixa probabilidade de ocorrer integragdo do plasmidio. Trés diferentes
vacinas de DNA contendo genes virais foram avaliadas em camundongos, e se a
integracao tivesse ocorrido, a freqiiéncia seria de oito integragdes do DNA por células
diploides. Isto seria trés vezes abaixo da freqiiéncia de mutagdo espontanea. Contudo,
ensaios de integracao sdo necessarios para todos os DNA plasmidiais que serdo usados
em vacinas para uso clinico. Outros riscos incluem a indugdo de tolerancia, devido a
apresentagdo do antigeno em longo prazo, ou reagdes auto-imunes devido a inducdo de
anticorpos anti-DNA. Os niveis destes anticorpos tém aumentado de 20-30% em seres
humanos, mas nao induzem qualquer doenga com os titulos apresentados, ao contrario
do aumento de 100-1000 vezes detectado em pacientes com doencas autoimunes
(Henke, 2002).

A administra¢do da vacina de DNA utilizando a inoculagao direta do plasmidio
pelas vias intratraqueal, intravenosa, intrabursal, intraorbital, intradérmica,
intramuscular, oral, subcutanea e via mucosa demonstraram sucesso na inducao da

resposta imune em todas as vias testadas (Fynan et al., 1993; Ulmer et al., 1997;
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Uchijima et al., 1998; Ren et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Cong et al., 2005, Li et al.,
2006). Entretanto, algumas vias influenciam diretamente na imunogenicidade da vacina.
Os niveis de expressdo dos antigenos obtidos pelas diferentes vias de administragdo
parecem estar relacionados com a quantidade de células transfectadas obtidas apos
administracdo dos plasmideos. A via intramuscular e a intradérmica liberam o DNA
plasmidial no meio extracelular, localizagao pela qual, a maioria do DNA ¢ rapidamente
degradada pelas nucleases (Levy et al., 1996). Diferentemente, o sistema bio-balistica
(gene gun) libera o DNA dentro das células amenizando a perda inicial. Nos trabalhos
preliminares avaliando as vias de administracdo da vacina, foi necessaria uma
concentracdo de DNA pela via intramuscular 100 vezes maior que o sistema bio-
balistica para proporcionar uma resposta imune equivalente (Pertmer et al, 1995;
Robinson, 1997). Esta estratégia vacinal ¢ bastante eficaz para atingir as células
dendriticas, que sdo as células apresentadoras de antigenos mais potentes e
especializadas em ativar os linfocitos T CD8 e CD4 (Condon et al, 1996; Porgador et al,
1998; Lin et al, 2006).

O sistema bio-balistica utilizado para vacinas de DNA foi avaliado em bovinos,
eqiiinos, suinos, caninos ¢ em aves (Fyan et al., 1993; Macklin et al., 1998; Vanrompay
et al., 1999). Em galinhas, a bio-balistica foi o sistema mais eficiente para a liberagdo da
vacina de DNA para influenza (Fynan et al., 1993). Em perus, a combinagao das vias
intramuscular e intranasal induziram equivalente protecdo contra a Clamydia psittaci
comparada a liberagdo obtida pela bio-balistica (Vanrompay et al., 1999). Por outro
lado, em suinos as imunizagdes pela via intramuscular da vacina de DNA contra peste
suina classica induziram mais altos titulos de anticorpos do que pelo sistema de bio-
balistica (Andrew et al., 2000). Assim, a eficacia da vacina de DNA varia com diversos
fatores que podem influenciar nestas vias de administragdo, como vetor, adsor¢do as
particulas, a espécie animal e o patdogeno.

Além dos sistemas ja citados temos, também, a eletroporagdo, o qual se trata de
administracdo de pulsos elétricos de baixa voltagem, resultando na criacdo de poros
passageiros nas membranas e aumentando a possivel entrada do DNA. A eletroporacao
pode ser utilizada em tecidos humanos e sua aplicagdo, independente do local, favorece
transfeccao eficiente em uma variedade de células, inclusive APC. Além disso, como
um mecanismo adicional, um dano moderado ao tecido, induzido pela eletroporacao,

poderia provocar um fluxo de APC, sinais de perigo ¢ aumento na liberacdo de
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antigenos pelas células lesadas, aumentando a apresentacdo dos antigenos
(Prud " homme, 2005).

Em alguns casos, a vacina de DNA tem falhado na produ¢do mensuravel de
anticorpos, mesmo quando o hospedeiro esta protegido, sugerindo que a maior
estratégia utilizada é a resposta imune celular (Seo et al., 1997; Kodihalli et al., 2000).

Algumas alteracdes nos vetores tém sido realizadas para melhorar a poténcia da
vacina, como modificagdes para aumentar a eficiéncia do promotor, utilizacdo de
seqiiéncia lider alternativa e otimizagdo de codons. Sabe-se que para melhorar a
eficiéncia da vacina de DNA ¢ preciso aumentar a expressdao do antigeno dentro da
célula do hospedeiro, o que ¢ possivel através da otimizagao de codons (Ko et al, 2005).

Apesar da redundancia do codigo genético, varios codons composto por trés
nucleotideos podem codificar o0 mesmo aminoécido, existem disparidades espécies -
especificas em uso de cddons e freqiientemente sdo citadas como a causa para fracassos
na expressao dos genes recombinantes (Angov et al, 2008). Tais fracassos incluem falta
de expressdo ou a expressao de proteina que ¢ ndo-funcional ou proteina truncada
devido a protedlise ou terminagdo prematura de tradu¢do. A otimizacdo de coddons €
uma estratégia eficiente para evitar as limitagdes do contetdo celular de RNA (Acido
Ribonucleotidico) transportador (tRNA) com codons virais e bacterianos, uma vez que
os requerimentos para a traducdo do RNA mensageiro (mRNA) do patéogeno sao
diferentes das células do hospedeiro (Rai & Padh, 2001; Kutzler & Weiner, 2008). Zhou
et al (1999) demonstraram que os tRNA disponiveis na célula de mamifero
influenciavam a traducdo da proteina L1. Restrigdes na expressdo de proteinas devido a
divergéncia dos codons preferenciais dos genes humanos foram verificados nos genes
do virus Epstein-Barr (Karlin et al, 1990), no gene env (Hass et al, 1996; Wang et al,
2005), gpl20 (André et al, 1998; Haas et al, 1996) e gpl60 do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), e nos genes do capsideo L1 e L2 do BPV 1 (Zhou et
al, 1999) . Em todos os casos, genes sintéticos com as alteragcdes de cddons especificos
para células de mamiferos, tiveram um aumento na expressao das proteinas. Também
foi observado aumento da expressdo das proteinas E6 ¢ E7 do HPV16 (Zhou et al.,
1999; Cid-Arregui et al., 2003; Lin et al, 2006), assim como uma forte resposta imune
celular T CDS8, e conseqiientemente um acréscimo da imunogenicidade das vacinas de
DNA HPV16E6 e HPV16E7. Estes resultados demonstram que a otimizagdo de cédons

aumenta a expressdo das proteinas de interesse, assim como, a imunogenicidade das
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vacinas de DNA, o que torna uma alternativa bastante promissora na prevengdo e
controle de neoplasmas associados a HPV.

Parece provavel que a divergéncia na utilizacdo dos cddons, resultando em uma
ineficiente expressdo de proteinas virdticas, foi resultado de uma pressdo seletiva para
escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Cid-Arregui et al, 2003).

A vacina de DNA ¢ bastante efetiva para a indu¢do de imunidades humoral e
celular num grande nimero de modelos animais, como os exemplos vistos em 0ovinos
(Chandrachud et al., 1995; Candido et al., 2003), suinos (Gerdts et al., 1997), caninos
(Suzich et al., 1995) e coelhos (Sundaram et al., 1997; Han et al., 1999; Hu et al.,
2002), entre outros. No caso de bovinos ha estudos envolvendo Virus da Herpes Bovina
tipo 1 (BHV-1), Virus Sincicial Respiratorio Bovino (BRSV) e Virus da Diarréia
Bovina (BVDV) (Schrijver et al., 1997).

Os modelos animais sd3o importantes para o estudo da interacdo entre o PV e seu
hospedeiro e entre os co-fatores ambientais, além de serem extremamente essenciais
para o desenvolvimento de vacinas antivirais, estas vacinas podem prevenir ou mesmo
curar infec¢des com papilomavirus no estdgio inicial, o que reduz a incidéncia de cancer
e beneficia o tratamento das papilomatoses recorrentes. As vacinas de “primeira
geracdo” baseadas em particulas virais inativadas, até as mais recentes vacinas de DNA,
mostraram em modelos animais que a vacinagao contra o papilomavirus ¢ possivel e
efetiva tanto para efeitos profilaticos quanto para fins terapéuticos (Campo, 1997,
Schiller & Lowy, 2001). Portanto, o desenvolvimento de vacinas contra papilomavirus
de animais proporciona um modelo para o surgimento de vacinas contra o HPV.

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevencdo do sarcéide eqiiino e da
papilomatose cutdnea e cancer de bexiga em bovinos, causados pelo BPVs 1 e 2, ¢
muito importante, entretanto, como existem muitos animais ja infectados e afetados pela
doenga, uma proposta terapéutica se torna necessaria ¢ muito aguardada pelos criadores.
Por isso, serda de grande importancia a elaboragdo de uma estratégia baseada na
imunizagdo genética utilizando ES, a principal proteina dos BPVs 1 e 2, relacionada a
transformagdo celular (Chambers et al., 2003). Além da importincia econdomica do
controle da infec¢do por BPV no contexto da pecuaria nacional, este sistema também ¢
um excelente modelo para o estudo de estratégias vacinais terapéuticas aplicadas a

infec¢do pelo HPV em humanos.
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3. OBJETIVOS

GERAL

Construir um vetor génico, baseado no plasmidio pCI-neo usando o gene

E5 otimizado dos BPVs 1 e 2, e a expressdo em células de mamiferos.

ESPECIFICOS
1. Construcao do gene E5 otimizado dos BPVs 1 e 2;

2. Subclonagem do gene E5 otimizado no vetor de expressao vacinal pCl-neo,

gerando a constru¢ao pCIESsint B1/B2;

3. Transfeccdo em cultura de células 293 com as construgcdes vacinais

pCIESsint B1/ B2;

4. Analise da expressdao do gene ES5 nas células 293 transfectadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CONSTRUCAO DO GENE SINTETICO E5

As seqiiéncias codificadoras da proteina ES de BPV 1 ¢ BPV 2, apresentam 44
aminoacidos e foram identificadas no banco de dados NCBI (numero de acesso
NC 001522.1 e M20219.1). A otimizacdo foi realizada com base no “codon usage”
para célula de mamifero pela empresa Epoch biolabs (USA). Todas as construgdes
foram desenhadas para expressar o epitopo AU1 na por¢ao N-terminal, afim de facilitar
a detecgdo imunologica (Lim et al., 1990). Também acrescentamos a seqiiéncia
consenso Kozak e sitios para as enzimas de restrigdo Xhol e Notl, que flanqueiam o
gene e permitem a construgdo do vetor através da estratégia de subclonagem. O gene

foi sintetizado pela Epoch Biolabs (USA) e clonado no vetor pBlueScript.

4.2 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES E TRANSFORMACAO

Células Escherichia coli DH5a foram transformadas, pelo sistema de cloreto de
calcio (Sambrook et al, 1989), com o plasmidio pBlueScript contendo o gene E5
otimizado (pBlueScriptESB1/B2). A linhagem a ser transformada foi inoculada em 25
mL de meio Luria-Bertani (LB) (Extrato de levedura 0,5%; Peptona de caseina 1%;
NaCl 1%; Agua destilada) para crescimento por 16 horas a 37°C, com agita¢do. Apds
este periodo, realizou-se o pré-indculo com 1 ml da cultura em novo erlenmeyer
contendo 25ml de LB para crescimento a 37°C, com agitacdo até atingir uma DO A600
de 0,5. A cultura foi centrifugada a 4000rpm por 5 min, a 0°C. O pellet obtido foi
ressuspendido em 10ml de solugdo gelada de CaCl2 (100mM) e incubado no gelo por
30min. Nova centrifugacdo a 4000rpm por 5 min foi realizada para ressuspensao das
células em 2,5ml de solu¢do CaCl2 100mM, com adi¢do posterior de 600ul de glicerol.
Aliquotas de 200ul de células competentes foram armazenadas em freezer -80°C.

Para a transformacdo, 10ng de DNA e 100ul das células competentes foram
incubados no gelo por 30min com posterior choque térmico a 42°C por 2 min. Apos 5
min no gelo foi acrescentado 800 pl de LB para recuperagao das células por 1 hora a
37°C. Para o plaqueamento, as células foram centrifugadas por 10 min a 1200 rpm,

descartando-se 600ul e homogeneizando-se o pellet obtido nos 200ul. Placas com LB +
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ampicilina (50pg/ml) foram semeadas com 200ul das células e deixadas a 37°C, por 16-

24 horas para crescimento dos transformantes.

4.3. MINI-EXTRACAO PLASMIDIAL

Para extragdo plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. A cultura foi
crescida a 37°C em 20 ml de meio LB + ampicilina (50pg/ml), por 16 horas. Apos este
periodo foram feita quatro centrifugacdes da cultura em tubo de 1,5ml, por 1min, 4°C a
14000rpm. Depois de obtido o pellet bacteriano, o mesmo foi ressuspendido em 100ul
da Solugdo I gelada (glicose 50mM, Tris-HCI 25nM pH 8§, EDTA 10mM pH 8) para
dispersdo em vortex e posteriormente, misturado por inversao com 200ul da Solucéo II
(NaOH 0,2N e SDS 1%) para lise das células. A Solucao III (acetato de potassio 5M,
acido acético glacial e agua destilada) foi adicionada (150ul), para precipitacdo de
proteinas e DNA gendmico, no tubo que foi mantido no gelo por 3-5min. Logo ap6s,
realizou-se uma centrifugacdo a 14000rpm, por 5 min, a 4°C para recuperagao do
sobrenadante em um novo tubo. Foram acrescentados 2 volumes de etanol absoluto a
temperatura ambiente e centrifugado a 14000rpm, 10min. Foi realizada remog¢ao do
sobrenadante e obten¢do do pellet, que foi adicionado de 1 ml de etanol 70% gelado
para lavagem através da centrifugacdo por 5-10min. Apds remoc¢do do sobrenadante e
secagem do pellet na estufa (37°C), ele foi ressuspendido em 50ul de agua MilliQ,
contendo RNAse (20ug/ml), incubado por 1 hora a 37°C. O material assim obtido foi
mantido a -20°C at¢ sua utilizagao.

Os recombinantes foram analisados quanto a presenca da construgao
pBlueScriptESB1/B2, através de miniprep e digestdo com enzimas Xhol e Notl
(Promega) que libera o gene ES5, fragmento de aproximadamente 175pb. Uma vez
reconhecidos os clones realizou-se um novo indculo, desta vez, para mini extracao
plasmidial para fins de subclonagem no vetor pCl-neo, utilizando o kit Wizard Plus SV

Minipreps DNA Purification System (Promega).

4.4. SUBCLONAGEM DO GENE E5 EM VETOR DE EXPRESSAO pCl-neo

O gene ES5 foi devidamente liberado do vetor pBlueScript apds a digestao dupla
de 4 horas a 37°C com as enzimas de restrigdo Xhol e NotI (20U/ul, Promega) e, em
seguida, purificado pelo uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
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(Promega). Paralelamente, o vetor pCl-neo foi também digerido com as duas enzimas
acima citadas na expectativa de linearizar e disponibilizar os dois sitios para posterior
ligacdo com o inserto E5, como esquematizado na figura 12. As concentracdes dos
reagentes utilizados nas duas digestdes estdo representadas na tabela 01. Os produtos
purificados foram ligados com uso da enzima T4 ligase (Promega), apos incubagao de 1
hora a 24°C, seguindo as concentracdes descritas na tabela 02. Esta ligagao gerou a

constru¢ao pCIESsint B1/B2.
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Figura 12. Esquema da digestdo dupla com as enzimas Xhol e Notl do pBlueScriptESsint e
pCl-neo (Promega).
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Tabela 01: Reagao de digestao do pBlueScriptESB1/B2 e pCl-neo

Reagente Volume Reagente Volume
pBlueScriptESB1/B2 (100ng) 8uL Vetor pCl-neo (50ng) uL
Enzima Xhol 20u/pL 1L Enzima Xhol 20u/uL luL
Enzima Notl 20u/ pL 1uL Enzima NotI 20u/ uLb IuL
Tampao 10x 2uL Tampao 10x 2ulL
BSA 0.2 uL BSA 0.2 uL
Agua 7.8uL Agua 7.8uL
Total 20 uL Total 20 uL

Tabela 02: Reagdo de ligacao do vetor pCl-neo e fragmento E5

Reagente Volume
Vetor pCl-neo (50ng) Sul
Fragmento E5(100ng) 1.5ul
Enzima T4 ligase 10u/uL 1ul
Tampao 10x 2ul
Agua 10.5uL
Total 20 uL

O produto da ligagao foi usado como agente transformante de células de
Escherichia coli linhagem DHS50, previamente tratadas segundo o protocolo de preparo
de células competentes. Apos o procedimento de transformacdo, ja descrito em etapas
anteriores, as células foram plaqueadas em meio s6lido LB.

A andlise dos clones foi feita através de extracdo plasmidial utilizando o kit
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), digestdo com as
respectivas enzimas de restricdo, PCR (Polymerase Chain Reaction — “Reag¢do em
Cadeia da Polimerase”) e sequenciamento. Para detec¢dao do inserto, foram utilizados
primer forward que pareia no pCl-neo e o primer reverse que pareia na por¢ao interna
do gene, gerando um fragmento de 190pb (Tabela 04). A andlise da orientagdo deste
inserto também foi feita através da PCR usando primer forward que pareia na regido
vetor-inserto e o primer reverse que pareia no pCl-neo, originando um fragmento de
280 pb (Tabela 05). As duas PCRs seguiram as concentragdes e condi¢cdes descritas na

tabela 03.
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Tabela 03: Reacdao de PCR para os primers de deteccdo e orientagdo do fragmento ES

Reagente Volume
DNA 5uL
Primer forward (10uM) 1.5uL (0.6 uM)
Primer reverse (10uM) 1.5uL (0.6 uM)
Tampao 10x 2.5uL (1X)
MgCl, (50mM) 0.5uL (ImM)
Taq comum (5U/uL) 0.2 uL (0.04U/uL)
dNTP (2mM) 0.5puL (40 uM)
Agua 12uL
Total 25 uL

Descri¢do do programa usado no termociclador: Desnaturacdo inicial a 94°C por
1°; 35 ciclos de 94°C por 20°’, 50°C por 40”* ¢ 72°C por 30°’; extensdo final a 72°C por
2’

Tabela 04: Seqiiéncia dos primers utilizados para detecgdo do fragmento ES.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’
Forward pCl-neo 5’ TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’
Reverse Interno ES |5 AAGAGTAAGAACAGTAATAGCAGC 3°

Tabela 05: Seqiiéncia dos primers para verificacdo da orientagao do fragmento ES.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’
Forward pCl-neo —E5 |5 ATAGGCTAGCCTCGAGGCCACCAT 3’
Reverse pCl-neo 5’ GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3°

4.5. SEQUENCIAMENTO DE DNA

A construgdo pCIESsintB1/B2 foi submetida a reacdo de seqiienciamento
utilizando-se primers Forward pCl-neo e Reverse pCl-neo, como descrito na tabela 06.
Os primers pareiam no vetor pCl-neo, na regido que flanqueia o gene de interesse,
permitindo a verificacdo da matriz de leitura do inserto.

As amostras foram sequenciadas no Nucleo Integrado de Tecnologia (NIT) do
CPqAM, utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied

Biosystem®), de acordo com os padrdes previamente estabelecidos nesta unidade.

Tabela 06: Seqiiéncia dos primers para seqiienciamento do plasmideo pCIESsintB1/B2.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’
Forward pCl-neo 5’ TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’
Reverse pCl-neo 5 GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3°
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4.6. CULTIVO E TRANSFECCAO IN VITRO DE CELULAS EUCARIOTICAS

Células eucariodticas 293 (HEK-293 — Human embrionic kidney cell — Célula
embriondria de rim humana) foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM-Invitrogen®) acrescido de: 10% soro bovino fetal (Gibco®); 1%
penicilina/estreptomicina (Gibco®); 1% L-glutamina (Sigma®) — DMEM completo.
Apbs as células atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%, foram
transfectadas em placa de cultura de 6 pocos com 4ug do vetor pCI-ESsintB1/B2 e 12ug
do TransFast™ Transfection Reagent (Promega), de acordo com as instrugdes sugeridas
pelo fabricante, com excec¢do da retirada do reagente de transfec¢do apos 1 hora de
incubacgao (37°C /5% de CO,). Em seguida foi acrescido meio DMEM completo para a
manuten¢do celular e incubado 48 horas (37°C /5% de CO,). As células foram também
transfectadas com a mesma quantidade de DNA, utilizando o plasmideo pCl-neo vazio,
como controle negativo, e como controle positivo da transfec¢do, o gene reporter da f3-
galactosidase.

As células transfectadas com o plasmideo contendo o gene reporter foram
incubadas (48 horas /37°C /5% de CO,) e processadas para a avalia¢do da eficiéncia de
transfec¢do, pela atividade de expressdo do gene reporter. Para a reacdo de coloragdo do
B-gal, as células foram inicialmente lavadas duas vezes com 2 ml em 1X PBS
(Phosphate-buffered saline, Dulbecco) e fixadas em Iml de solugdo 0.2% glutaraldeido
por 5 min. Nova lavagem com 1X PBS foi realizada, e em seguida, as cé¢lulas fixadas
foram incubadas em um volume final de 1ml de uma solugdo contendo: 20mg de X-Gal;
0.005M de ferriciamida de potassio; 0.005M de ferrociamida de potassio; 0.002M de
MgCl, em 1X PBS, para o desenvolvimento de coloracdo pela atividade de B-gal. A
incubagao foi de 2 horas a 37°C/5% de CO,,

4.7. ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA E5

4.7.1 Extracao de RNA total das células 293 transfectadas

As células foram cultivadas em placa de 6 pogos e transfectadas nas condicdes ja
descritas. Dois pocos continham o controle negativo da transfec¢do (apenas com as
células 293), outros dois o vetor vazio pCI-neo e mais dois, o pCIESsintB1/B2. As duas

primeiras situacdes foram utilizadas como controle negativo. Apds 48 horas da
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transfec¢cdo, o0 meio DMEM foi retirado e o material restante lavado 1X com Iml de
PBS estéril. Em seguida, foi acrescentado 500ul de tripsina e incubado por 30 segundos
a 37°C. Para inativacdo da tripsina foi acrescentado 1 ml de meio DMEM completo e o
volume referente aos dois pocos de cada situacdo foram transferidos para tubo falcon
15ml e centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet foi guardado a -80°C para
posterior extragao.

A extragdo foi realizada de acordo com as instrucdes do RNeasy Mini kit
(Qiagen). Todas as amostras foram tratadas com DNase [ (Qiagen) seguindo as

instrugdes do fabricante.

4.7.2 Sintese de cDNA e RT-PCR

A construcdo do cDNA foi realizada a partir do kit ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega). As amostras, controle negativo da transfec¢do, pCI-
neo ¢ pCIESsintB1/B2, foram preparadas em duplicata, adicionando 4ul de RNA de
cada amostra, juntamente com 1yl do primer oligo DT 15 (Promega), incubados a
temperatura de 70°C, por 5 minutos e no gelo, por 5 min. Para controle negativo do
primer foi preparada uma amostra com 4ul de agua livre de RNA e 1uL do primer oligo
DT 15. A reagdo para a transcri¢ao reversa, na presenca da transcriptase reversa, € na

sua auséncia (controle negativo), esta descrita na tabela 07.

Tabela 07: Reacdo para a transcri¢ao reversa e controle negativo.

Reagente Volume Reagente Volume
Agua livre de nuclease 7 ul Controle negativo:
dNTP (10mM) I ul Agua livre de nuclease 8 ul
MgCl, 2mM) 2 ul DNTP (10 mM) 1 ul
Tampao (5x) 4 ul MgCl, 2 ul
Transcriptase Reversa I ul Tampao (5x) 4 ul
Total 15 ul Total 15 ul

Tabela 08: Primers utilizados no RT-PCR.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’

Forward

S’ATTCTCGAGGCCACCATGGACACCTATCGCTATATACCRAATCTATGGTTTC

E5B1AU1Xhol 3

Reverse
E5B1HisNotl

S’ATAGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGAAAGGGCAGACC ¥
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Para cada amostra, foi adicionado 15ul da reacdo com e sem transcriptase para
incubagdo a 25°C, por 5 minutos, 42°C, por 1 hora e 70°C, por 15 minutos. No controle
negativo do primer foi adicionado o mix com transcriptase reversa.

A amplificacdo foi feita através da RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polimerase
Chain Reaction — Reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa), utilizando-
se 1 ul de cDNA, 13 ul de H,0O, 2,5uL de tampao (10x), 0,5uL. de INTP (2mM), 0,5uL
de MgCl, (50mM), 0,5uL de Taq DNA Polimerase (5U/uL) e 1,5ul (10pmol/ul) de
cada primer, para um volume final de 25 pl de reagdo. Os primers utilizados pareiam
nas extremidades do gene ES5, resultando em um produto de amplificagdo de 175 pb
(Tabela 08). O programa usado no termociclador foi: Desnaturagdo inicial a 94°C por
1°; 35 ciclos de 94°C por 20°°, 50°C por 40°” ¢ 72°C por 30’’; extensdo final a 72°C por
2’

4.7.3 Avaliacdo da expressido da proteina ES por SDS-PAGE

As células 293 foram transfectadas com o vetor vazio pCl-neo ¢ com a
constru¢do pCIESsintB1/B2. Apods 48 horas da transfeccdo, as células foram
ressuspendidas em 600ul de tampao 2X Laemmli desnaturante (10% SDS, 1M Tris-HC1
pH6.8, Glycerol, Agua e Azul de Bromofenol) mais inibidor de protease (Roche), em
uma proporcao de 1:1 (volume referente a placa de cultura de 6 pogos). A lise celular
foi realizada de forma mecanica, com ajuda da agulha de insulina, ¢ os extratos
aquecidos a 95°C durante 5 minutos. As amostras protéicas dos extratos celulares foram
guardadas a -20°C para andlises subseqiientes.

Os extratos protéicos foram submetidos a uma eletroforese em gel SDS-PAGE

(15%) e coradas com Coomassie blue.

4.7.4 Avaliacao da expressao da proteina ES através de Dot Blot

As reacOoes de “Dot Blot” foram realizadas com os extratos de células
transfectadas com a constru¢ao pCIESsintB1/B2, vetor vazio pCl-neo e apenas o extrato
da célula 293, os dois ultimos como controle negativo. Cada pogo da placa de cultura de
6 pocos foi ressuspendido em 50ul de inibidor de protease e 50ul do tampdo 2X
Laemmli desnaturante (10% SDS, 1M Tris-HCl pH6.8, Glicerol, Agua e Azul de

Bromofenol). A lise foi feita de forma mecanica com ajuda de uma agulha de insulina e

46



Lira, R.C. Desenvolvimento de uma construcdo vacinal baseada no gene E5 de BPV

os extratos aquecidos a 95°C por 5 minutos. As amostras foram liofilizadas,
ressuspendidas em 120ul de PBS 1X estéril e posteriormente quantificadas pelo método
de Bradford (Bradford, 1976). As concentracdes protéicas utilizadas foram de 3 e 6pg,
as quais se ligaram a membrana de nitrocelulose por 1 hora, seguido de um processo de
lavagem com 1X PBS. Essa membrana foi bloqueada por 1 hora com leite 2,5% e
lavada com 1X PBS. O anticorpo primdrio (conjugado a biotina que reconhece o
epitopo AU1, Covance) foi adicionado na diluicdo 1:1000 e 1:2000 em leite 1% e
incubado por 1 hora a 37°C, seguido de outra lavagem com 1X PBS. Em seguida houve
a adicao da streptavidina diluida 1:2000 em leite 1% para incubagdo de 1 hora, a 37°C.
A lavagem com 1X PBS foi repetida antes da revelacio com TMB (tetra metil di-
hidrocloreto de benzidina, Sigma, USA), o qual foi dissolvido em metanol a 65°C, por 1
hora e, posteriormente, adicionado tampao citrato pH 4,0 e H,O,. A reagdo foi
observada apds 15-20 min, no escuro e interrompida por lavagem da membrana com

agua destilada.

4.7.5 Imunoprecipitacio

A expressdo de E5 foi analisada pela imunoprecipitagdo em placa de cultura de
100 mm, com uma confluéncia de 80%, usando o anticorpo monoclonal AUIl. As
células 293 transfectadas com a construgdo pCIESsintB1/B2 (descrita anteriormente)
foram analisadas quanto a expressdo de E5. Como controle negativo, as células foram
transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e também foi utilizado o extrato celular da
célula 293. Apds 48 horas, as células foram mantidas no gelo, lavadas trés vezes com
1X PBS gelado e incubadas por 5 minutos com 1 ml do tampdo de
radioimunoprecipitagdo (RIPA) [20mM MOPS (4cido morfolino propanosulfénico)
150mM NaCl, ImM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1% Deoxicolato e 0,1% Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS), pH 7.0] e inibidor de protease (Roche). As células foram transferidas
para eppendorf, homogeneizadas em vortex por 2 minutos e centrifugadas a 8.000 rpm
por 5 minutos. Foram Transferidos 500ul do sobrenadante para outro eppendorf ¢ uma
primeira etapa de incubacdo com o anticorpo primario anti-AU1 (Covance) diluido
1:150, por 1 hora, a 4°C foi realizada em rotagdo constante. Foi adicionado 25ul da
suspensao da proteina A-Sefarose CL-4B (Invitrogen) e incubado por mais 1 hora a 4°C
em rotacdo constante. O imunocomplexo foi lavado 4 vezes com 500ul do tampao

RIPA gelado, ressuspendido em 40ul 2X tampao de amostra (10% SDS, 1M Tris-HCI

47



Lira, R.C. Desenvolvimento de uma construcdo vacinal baseada no gene E5 de BPV

pH6.8, glicerol, dgua e 2-Mercaptoetanol) e aquecido por 5 minutos a 95°C. As
amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 15%.

4.7.6 Avaliacdo da expressiao da proteina ES através de Western Blot

Apobs a imunoprecipitacdo, as amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE
15% (250V e 30mA) e transferidos por 30 minutos (25V e 400mA) para membranas
Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA) em sistema semi-seco de transferéncia (Bio-
Rad, Hercules, CA). Apos o bloqueio das membranas em solucao 5% leite em 1X PBS-
0,01%Tween, elas foram incubadas com o anticorpo monoclonal (1:500) especifico
contra o epitopo AU1 , 1 hora sob agitagdo, e lavadas 3X (15 minutos cada) em 1X
PBS- 0,05%Tween. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario (1:5000) anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch®), 1 hora sob agitagdo, lavadas e reveladas utilizando um kit de ECL

(Amersham, England, UK®).
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5. RESULTADOS

5.1. CONSTRUCAO DO GENE SINTETICO E5

Os genes ES de BPV1 e BPV2 possuem um grau de identidade muito alto (92%)
entre si, o que pode ser observado quando se realiza um alinhamento no programa Blast
(NCBI). Com relagao as seqiiéncias das proteinas E5 de BPV 1 e 2, ndo houve nenhuma
alteragdo nos 44 aminoacidos, ou seja, a troca de bases na trinca de nucleotideos nao
implicou em mudanga de aminoécido. Portanto, o gene sintético E5 produzido pela
empresa Epoch Biolabs (USA) ¢ correspondente tanto para BPV1 quanto BPV2.

A otimizagdo do gene ES5 para aumento da expressdao foi feita com base nos
codons preferenciais das células de mamiferos. No gene selvagem E5 foram feitas 38
substitui¢des de bases em 32 codons, mas a seqiiéncia de aminoacidos nao foi alterada,
com excecdo da adicdo de seis aminodcidos referentes ao epitopo AUl na por¢do N-
terminal, afim de facilitar a deteccdo imunologica. Disbrow et al, (2003) demonstrou
que tanto a proteina E5 (cujo gene foi otimizado), quanto a proteina selvagem
apresentaram atividades similares, sugerindo que o epitopo AU1 ndo altera de forma
significativa as func¢des de E5. A seqiiéncia de aminoacidos estd representada na figura
14. Os codons otimizados estdo indicados acima dos cddons nativos. Também foi
acrescentado ao gene a seqliéncia consenso Kozak, importante para a traducdo da
proteina no sistema eucarioto, e sitios para as enzimas de restrigdo Xhol e Notl que
flaqueiam o gene e permitem a constru¢do do vetor através da estratégia de

subclonagem, como representado abaixo na figura 13.

Xhol Notl

Sequéncia kozak AU1 E5

9 pb Y — — LR

Figura 13. Esquema do gene E5 otimizado (135 pares de bases) e com a presenca do epitopo
AUT1 (18 pares de bases), da sequéncia de kozak (9 pares de bases) e dos sitios de clonagem das

enzimas Xhol e Notl.

Por se tratar de um aminoacido conservado, a glutamina 17 € o principal
responsavel pela acdo transformante da proteina ES. Sendo assim, o mesmo foi
substituido pela glicina, ja que é sabido que este ultimo extingue a atividade bioldgica
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da proteina E5 (Sparkowski et al, 1994). Como o objetivo do trabalho foi a construgao
de uma vacina de DNA utilizando o gene E5 de BPV 1 e 2 a ser aplicado na imunizagao

genética, ndo seria interessante manter a sua agao transformante.

CCCAAC CTG TTC CTC CTG CTG CTCGTC GoC GCT

1 ATGCCG AATCTATGG TTT CTA TTG TTC TTG GGA CTA GTT GCT GCA ATG
M P N L W F L L F L G L V A A M

GGo CTCCTC CTG CTGCTGCTG TTC TTC CTG GTG
17 CAACTGCOTG CTATTACTG TTC TTACTC TTG TTT TTTCTT GTA TAC
G L L L L L F L L L F F L V Y

FAC CAC TGTAGC TGC ACC GGC CCTTTC TGA

32 TGG GATCATTTT GAG TGC TCC TGT ACA GGTCTG CCOC TTT TAA
W D H F E C s C T G L P F -

Figura 14. Seqiiéncia de DNA do gene E5 BPV1/2 selvagem (em preto) e codons otimizados
(em vermelho) indicados acima dos coédons nativos. O aminoacido 17 foi alterado de glutamina

para glicina (sublinhado). As letras indicam os aminoacidos equivalentes a cada codon.
5.2. SUBCLONAGEM DO GENE E5 EM VETOR DE EXPRESSAO pCl-neo

O gene Sintético ES foi devidamente liberado do pBluscript apds digestdo dupla
com as enzimas Xhol e Notl (Promega), e purificado para posterior subclonagem no
vetor de expressdo pCl-neo, o qual foi devidamente digerido com as mesmas enzimas,

como mostra a figura 15.

~5.4kb
5.0 kb
3.0kb
50kb —— 2.0kb
3.0kb — 1.6 kb
20kb —
1.6 kb —

Figura 15. Digestdo dupla do plasmideo pBlueScriptESsintB1/B2 e linearizacdo do vetor de
expressdo pCl-neo com as enzimas Xhol e Notl. Liberagdo do gene sintético ES (fragmento de
175 pb). M- marcador molecular de 1Kb (Invitrogen), A — extragdo plasmidial
pBlueScriptESsintB1/B2, Dig A — digestao pBlueScriptESsintB1/B2, B — extragao do vetor pCI-
neo, Dig B — digestdo pCl-neo. Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem
aplicada de 100V(10V/cm®) por 30 minutos.
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Apds a purificagdo tanto do inserto quanto do vetor pCl-neo foi realizada a
ligagdo para obtencdo da construgdo pCIES5sintB1/B2. Por meio de PCR, utilizando os
primers de deteccdo, foi possivel rastrear e indicar a provavel existéncia de sete clones
nos quais estaria presente o gene E5. Os oligonucleotideos utilizados (Forward pCl-neo
/ Reverse interno E5) amplificaram um fragmento de 190pb, correspondendo a uma
por¢ao do vetor pCl-neo e parte do gene ES, como ilustrado nas figuras 16 e 17. Porém,

ndo garantem que o gene esta na orientagdo correta.

Figura 16. Esquema da PCR para deteccdo do clone
pCIE5sintB1/B2. Pareamento dos primers Forward pCl-neo

pCIESsintB1/B2

(em azul) e Reverse interno E5 (em verde) na construgdo

pCIESsintB1/B2. O gene ES5 representado em vermelho e o

vetor pCl-neo em preto. Amplificagdo de um fragmento de

190pb.

300pb
200 pb
100 pb

Figura 17. PCR dos possiveis clones contendo a construgdo pCIESsintB1/B2; M- marcador
molecular de 1Kb (Invitrogen); C- (Controle negativo); 2, 3, 6, 7, 8, 9 ¢ 10 — sete clones que
indicam a presenca do gene ES5; fragmento de 190 pb. Eletroforese em gel de agarose 2% em
TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm®) por 30 minutos.

Desta forma, foi realizada outra PCR para verificar a orientagdo correta do gene
nos sete possiveis clones, utilizando um primer forward que pareia na regido de ligacdo
entre o inserto e vetor (Forward pCl-neo — ES) e um reverso que pareia no pCI (Reverse
pCl-neo). O produto da amplificagdo gerou um fragmento de 280 pb, como
representado na figura 18. Dos sete possiveis clones foram analisados apenas quatro (2,
3, 6 e 7), uma vez que os sete possiveis clones apresentaram um mesmo padrdo de

banda; e todos apresentaram a amplificacdo esperada de 280 pb (Figura 19).
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pCIESsintB1/B2

300pb
200 pb
100 pb

verde) e

Figura 18. Reacdo de PCR para confirmagdo da orienta¢do do

gene ES. Anelamento dos primers Forward pCl-neo — E5 (em

Reverse pCl-neo (em azul) na construgdo

pCIESsintB1/B2. O gene E5 representado em vermelho e o

vetor pCIl-neo em preto.

280 pb

Figura 19. PCR para verificar a orientacdo correta do gene E5. Os quatro possiveis clones (2,
3, 6 e 7) submetidos a amplificacdo geraram um fragmento de 280pb, indicando a orientacao
correta. M- marcador molecular de 1Kb (Invitrogen); C- (Controle negativo). Eletroforese em
gel de agarose 2% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm®) por 30 minutos;

A clonagem do gene E5 no vetor de expressao pCl-neo foi comprovada por

digestdo dupla com as enzimas Xhol e Notl, liberando um fragmento de 175 pb (figura

20); e por seqiienciamento (Forward pCl-neo e Reverse pCl-neo), que confirmou a

seqiiéncia correta do gene ES clonado no vetor de expressdao em célula de mamifero

pCl-neo.

300pb
200 pb
100 pb

175pb
<mmmm

Figura 20. Digestdo dupla do clone
pCIE5sintB1/B2 com Xhol/ Notl (Promega). M-
marcador molecular de 100pb (Invitrogen); 6 —
digestdo dupla do clone, liberando o respectivo
fragmento ESB1/B2 (~175pb). Eletroforese em gel
de agarose 2% em TAE; Voltagem aplicada de
100V(10V/cm?) por 30 minutos.
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5.3. ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA E5

5.3.1 Analise de transcricio do gene ES

Com o intuito de avaliar a presenca de RNA mensageiro e conseqiientemente
confirmar a ocorréncia de transcri¢do do gene E5, o RNA total foi extraido (48 horas
apos a transfec¢do) para realizagdo de uma RT-PCR, tanto das células 293 transfectadas
com a constru¢do pCIESsintB1/B2, quanto das células com o vetor vazio pCl-neo, e
ainda das células 293 sem vetor, estes dois ultimos como controle negativo. Um
fragmento de 175 pb referente ao gene E5, amplificado do cDNA obtido com a
transcri¢ao reversa, foi observado apenas nas amostras transfectadas com a construg¢ao
pCIESsintB1/B2. Os controles negativos ndo apresentaram nenhuma amplificacio
(Figura 21).

Para descartar a possibilidade de contaminacdo das amostras de RNA total com
DNA, uma reagdo de transcrigdo reversa sem a transcriptase reversa foi realizada para
todas as amostras. A PCR realizada com este material foi negativa, indicando que nao
houve contaminagdo com DNA e a amplificagdo do fragmento de 175 pb observada nas
amostras com transcriptase reversa ¢ um indicativo que o gene E5 estd sendo transcrito,
J4 que apenas as amostras transfectadas com a constru¢ao pCIESsintB1/B2 apresentou

este padrao de banda.

300pb
200 pb
100 pb

Sem transcriptase reversa Com transcriptase reversa

Figura 21. RT-PCR para analise da transcricdo de E5. M: Marcador 100 pb (invitrogen); Poco
1: Controle negativo da PCR (sem transcriptase) e Controle negativo da RT-PCR (sem RNA e
com transcriptase); pogos 2 e 3: apenas células 293 ; poco 4 e 5: células transfectadas com o
vetor vazio pCl-neo; poco 6 ¢ 7: Células transfectadas com pCIESsintB1/B2; pogo 8: controle
positivo da PCR (sem transcriptase).Eletroforese em gel de agarose 2% em TAE; voltagem
aplicada de 100V(10V/cm?®) por 30 minutos.
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5.3.2 Avaliacio da expressdo da proteina ES através de gel SDS-PAGE

As células 293 transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e com a construcao
pCIESsintB1/B2 foram lisadas ap6s 48 horas de transfec¢ao e foram submetidas a uma
eletroforese em gel SDS-PAGE 15% e 20%, para verificagdo da integridade das
proteinas, assim como a presenca de E5, proteina de interesse. As células 293, sem
transfec¢do, também foram lisadas e analisadas.

A eletroforese em gel SDS-PAGE 15% foi estabelecida como padrdo para
analise da expressdo da proteina ES em células de mamiferos, pois apresentou um perfil
de separagdo das proteinas celulares, mais homogénea e menos densa que o observado
no gel SDS-PAGE 20%.

A figura 22 mostra que ndo ocorreu degradagao das proteinas durante o processo
de lise celular, entretanto ndo pdde ser visualizada uma banda especifica de
aproximadamente 10 kDa, correspondente a proteina ES5, na amostra pCIESsintB1/B2.
O padrao de bandas ndo apresentou nenhuma diferenca significativa entre as amostras

estudadas.

10 kDa
-

Gel 15% Gel 20%

Figura 22. Analise por eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE dos extratos das células 293
sem transfec¢do e transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e com a construgdo pCIESsintB1/B2.
M: Marcador Bench Marker (Sigma). Pogo 1: extrato das células 293; pogo 2: vetor vazio pCl-neo
e poco 3: pCIESsintB1/B2. Gel SDS-PAGE (15% e 20%), corado com Coomassie blue.
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5.3.3 Avaliaciio da expressdo da proteina ES através de Dot Blot

Para verificar se as células 293 transfectadas com o gene E5 otimizado eram
capazes de expressar a proteina E5 de BPV 1 e 2, estas foram transfectadas (mais uma
vez) com a constru¢do vacinal pCIESsintB1/B2 e com o vetor vazio pCl-neo. Apds 48
horas, os extratos protéicos foram produzidos, quantificados e utilizados nos ensaios de
dot blot. Também foi processado o extrato protéico apenas das células 293, servindo
como um segundo controle negativo.

Nos ensaios de dot blot foram utilizados o anticorpo primario anti-AU1
(conjugado a biotina) nas dilui¢cdes de 1:1000 e 1:2000; e streptavidina na diluicao de
1:2000 (figura 23). Foi possivel detectar a proteina E5, a qual possui o epitopo AU1 na
regido N-terminal, apenas nas amostras transfectadas com a construcao
pCIESsintB1/B2, utilizando diferentes quantidades do extrato celular, 3ug e 6pg. A
possibilidade de detectar a proteina utilizando uma quantidade minima do extrato
celular, 3ug, e a diluigdo maxima do anticorpo primario, 1:2000, indica que ndo houve
sobrecarga ou ligagdo inespecifica do anticorpo nas amostras com 6ug. No entanto, o
melhor resultado foi observado utilizando 6pug do extrato celular e com a diluicdo de
1:1000 do anticorpo primdrio. A presenca da proteina no extrato protéico indica que

além de transcrito, o gene ES5 foi traduzido.

3ng

1 2
3ng ( (

1:1000 1:2000

ong

Figura 23. Dot blot para detec¢do da proteina ES utilizando o anticorpo anti-AU1 (conjugado a
biotina). Lisado das células 293 sem transfec¢do (1), células transfectadas com o vetor vazio
pCl-neo (2) e células com a construgdo pCIESsintB1/B2 (3). As amostras foram quantificadas e
aplicadas na membrana de nitrocelulose a uma concentragdo de 3ug e 6pg. O dot blot foi
revelado por TMB.
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5.3.4 Avaliacio da expressdo da proteina ES através de Western Blot

As amostras foram analisadas quanto a expressdo de E5 por Western Blot, 48
horas pos-transfecgdo. Todas as amostras foram imunoprecipitadas utilizando o
anticorpo anti-AU1 (Covance) numa diluicdo 1:150 e quantificadas pelo método de
Bradford. As amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para
membrana de nitrocelulose. Apenas nas células transfectadas com a construgdo
pCIESsintB1/B2  foi possivel detectar a proteina ES5 no tamanho esperado,
aproximadamente 10 KDa, e a quantidade de extrato celular utilizado, apds a
imunoprecipitacdo, foi de 15ug (Figura 24). O peso molecular da proteina E5 foi
confirmado, utilizando o marcador MagicMark, o qual apresenta a ultima banda com
peso molecular de 20 KDa, e também através do marcador Prestained, que possui a
ultima banda equivalente a um peso de 10 KDa. Este ultimo marcador pode ser
transferido para a membrana de nitrocelulose e comparado com o filme Kodak revelado
pelo western blot.

Estes dados sugerem que houve uma eficiente traducdo da proteina E5 nas
células transfectadas com a constru¢do pCIESsintB1/B2, a qual ndo foi saturada pela
indisponibilidade dos tRNA requeridos na tradu¢do dos cddons raros presentes no gene
ES selvagem. Estes resultados confirmam a expressao do antigeno vacinal em células de

mamiferos.

M2 293 pCI pCIES M1

20KDa

*<— E5~ 10 KDa

Figura 24. Imunoprecipitacdo da proteina E5 de BPV-1 e 2 expressa em células de mamiferos.
O anticorpo anti-AU1 detectou a proteina E5 apenas nas células transfectadas com a construcao
pCIESsintB1/B2. 293: células sem o vetor; pCl: células apenas com o vetor; ambas como
controle negativo. M1 : marcador de peso molecular MagicMark (Invitrogen®), M2: Marcador

de peso molecular Prestained (Promega).

56



Lira, R.C. Desenvolvimento de uma construcdo vacinal baseada no gene E5 de BPV

6. DISCUSSAO

Os BPVs 1 e 2 sdo carcinogénicos e estdo relacionados com o cancer da bexiga
urinaria. Embora os PVs sejam espécie-especificos, existe um unico caso de infeccao
cruzada do BPV 1 e 2 com cavalos e outros eqiiideos, resultando em uma lesdo tumoral
comum em eqiiinos, o sarcéide eqiiino, que pode levar ao sacrificio do animal (Campo,
2003). Uma estratégia vacinal dirigida para a prevengdo do sarcoéide em eqiiinos e da
papilomatose cutanea e cancer de bexiga em bovinos ¢ muito importante, entretanto,
como existem muitos animais j& infectados e afetados pela doenca, uma proposta
terapéutica se torna necessaria e muito aguardada pelos criadores. As técnicas de
clonagem e expressdo génica sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de uma
vacina eficaz, em virtude da impossibilidade de produgao em laboratorio de uma grande
quantidade de virions para fins vacinais (Da Silva et al., 2001). Isto se deve ao fato de
que o processo de formagdo dos virions ¢ dependente da diferenciagdo epitelial (Beddel
etal, 1991).

A imunizagdo genética tem sido documentada como uma estratégia efetiva para
a indu¢do da imunidade humoral e celular num grande numero de modelos animais.
Esta estratégia ¢ capaz de proteger o hospedeiro contra novas infec¢des virais e
regressao das lesdes papilomatosas ja estabelecidas. A vacina de DNA apresenta varias
vantagens atraentes como a sua simplicidade na produgdo, estabilidade de temperatura e
seguranca bioldgica (Lin ef al, 2006). Com base nisto, este trabalho utilizou o gene E5
de BPV-1 e 2 para a constru¢do da vacina de DNA com a finalidade terapéutica para
bovinos.

Estudos da biologia e bioquimica de E5 tornam-se dificeis devido aos baixos
niveis de expressdo da proteina em sistemas heterdlogos, at¢ mesmo quando sistemas de
promotores induziveis foram utilizados (Crusius et al, 1997, 1998). A expressdo de
antigenos virais em células eucarioticas pode ser uma tarefa bastante ardua,
especialmente pelo fato destes organismos utilizarem cddons preferenciais divergentes.
No entanto, o aumento da expressdo de proteinas heterdlogas em varios sistemas
bioldgicos € possivel devido a alteracdo dos codons que influenciam na eficiéncia da
tradugdo. Varios estudos t€ém demonstrado que a vacina de DNA com genes otimizados
¢ capaz de elicitar uma forte resposta imune humoral e celular quando comparado aos

vetores que contém os genes selvagens (Andre et al, 1998; Zur et al, 2000).
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Muitos autores sugerem que a expressdo dos genes ndo otimizados pode ser
limitada pela indisponibilidade de tRNA para os cédons raros (Kane et al, 1995; Slimko
& Lester, 2003). Desta forma, a tradugao ficara bastante comprometida e podera resultar
em niveis baixos de proteina, sendo dificeis de serem detectados pelas técnicas
convencionais. De Pasquale & Kandue (1998) demonstraram que a tradugdo do gene E7
pode ser aumentado, in vitro, pela adicao de tRNA exdgeno. Além disso, a otimizagao
de cddons virais pode facilitar o uso de tRNA das células de mamifero na tradugdo das
proteinas virais (Lin et al, 2006), como foi observado na expressdo das proteinas L1 e
L2 do BPV-1, e também nas proteinas E6 ¢ E7 do HPV-16 (Zho et al, 1999; Cid-
Arregui et al, 2003). Liu e colaboradores (2002) demonstraram que além do acréscimo
na expressao da proteina E7 de HPV-16, também houve aumento na imunogenicidade
especifica da vacina de DNA. Corroborando o resultado anterior, Steinberg et al (2005)
evidenciaram que a otimiza¢do do gene E7 do HPV-16 resultou em um aumento da
eficiéncia de traducdo e na resposta dos linfocitos citotoxicos em ratos C57BL/6
vacinados.

Sabe-se que o uso do gene otimizado aumenta a expressao da proteina, e esse
acréscimo poderia estar relacionado com o aumento da transcrigdo ou com a maior
estabilidade do mRNA. Collier e colaboradores (1998) demonstraram que alterando a
seqliéncia de L2 do HPV 16 houve um aumento da estabilidade do mRNA, contribuindo
para um acréscimo da expressao da proteina. Liu ez al (2002) evidenciaram que a razao
dos mRNA presentes nas células Cos-1 transfectadas com o gene E7 selvagem e com o
gene E7 otimizado foi de 1:1,3 (E7 selvagem: E7 otimizado), porém, a expressao desta
proteina foi dramaticamente maior quando o gene E7 otimizado foi utilizado. Assim,
pode-se concluir que o aumento da expressdao de E7 pela otimizagdo de cddons foi uma
conseqiiéncia do aprimoramento da tradugdo do mRNA, ao invés do aumento da
transcri¢ao deste mRNA ou mesmo da maior estabilidade do mRNA. Corroborando este
resultado, Ko et al (2005) relataram que o aumento da expressao da proteina Ag85B da
Mycobacterium tuberculosis ocorreu devido a um aumento da tradu¢do do mRNA
correspondente, ao invés da elevacdo no nivel de transcricdo deste gene. Portanto, a
expressao da proteina ES observada pode ser atribuida ao uso da otimizagdo de cddons.
Provavelmente, houve aumento na tradu¢cao do mRNA de E5, mas nao podemos excluir
completamente a contribuicdo de uma melhor transcricdo deste mRNA, assim como sua

estabilidade.
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Foi demonstrado por Cid-Arregui e colaboradores (2003) que mesmo utilizando
um promotor forte com o gene selvagem, foi detectada uma quantidade muito pequena
da proteina E7 de HPV-16, no entanto, quando foi utilizado o gene otimizado, o nivel de
expressdo aumentou consideravelmente. Este resultado comprova que apenas a presenca
do promotor forte, como o CMYV, utilizado neste trabalho, poderia ndo ter sido
suficiente para termos a expressdo consideravel da proteina E5 nas células de
mamiferos. Além da otimiza¢do dos cddons, a inclusdo da seqiiéncia de Kozak pode ter
sido crucial para o bom desempenho em nivel de traducdo, j& que foi comprovado por
Steinberg e colaboradores (2005) que a adig¢do desta seqiiéncia conferiu um aumento de
20% na expressao da proteina E7 de HPV16.

Normalmente, tanto o gene ES de HPV16 e de BPV sdo expressos a niveis muito
baixos em células de mamiferos devido a grande incidéncia de codons raros (cerca de
40%). Disbrow et al. (2003) comprovaram que o nivel da expressdo de E5 do HPV 16
pode aumentar mais de seis vezes quando a seqiiéncia ¢ otimizada com base no codon
usage de célula de mamifero. Os altos niveis de expressdo de proteina implicam
diretamente em elevada resposta imune humoral ou celular, por isso, torna-se necessaria
a escolha de estratégias que obtenham estes resultados. A otimiza¢ao de codons do gene
E5 representou uma alternativa eficaz para o desenvolvimento de uma vacina
terapéutica, anti-tumoral especifica para o BPV. Além da otimizagdo foi preciso
interromper a acdo transformante de ES para a imunizagdo genética, substituindo, para
isso, a glutamina (aminodcido 17) pela glicina.

Sabe-se que o conteido G+C de muitos virus de DNA dupla-fita ¢ diferente do
que esta presente nas células que eles infectam. Os virus podem ter evoluido para tirar
proveito da composi¢do de cddons para regular a expressdo dos seus genes, talvez para
evitar a expressdo de quantidades letais de proteinas virais dentro das células das quais
eles utilizam a maquinaria celular para replicar seu genoma. Os genes precoces do
papilomavirus, com exce¢ao de E4, t€m os padrdes de codons preferenciais semelhantes
aos dos genes tardios, o que poderia explicar os baixos niveis de expressdo destas
proteinas tanto in vivo quanto in vitro (Zhou et al, 1999). Cid-Arregui et al (2003)
relataram que o genoma de HPV apresenta uma preferéncia de 65% pelas bases adenina
(A) e timina (T) na terceira posicdo de cada codon, contrastando com os 42 % presentes
nos cddons dos genes humanos, e o nimero ¢ ainda menor (23%) nos genes altamente

expressos. Estes dados sdo uma boa correlagdo com o baixo conteudo guanina (G) +
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citosina (C) presentes neste virus (35 — 43%), bem diferente do conteudo nos genes
humanos (53 — 57%). Para investigar se diferengas no uso de cddons virais poderiam
estar correlacionado com a baixa expressio de E7 de HPV-16, Cid-Arregui e
colaboradores (2003) construiram um gene E7 sintético com 63% de G+C (20% a mais
que o gene selvagem) e nenhuma base A ou T na terceira posi¢ao dos cddons. Como
esperado, o gene sintético apresentou um expressao bem mais alta que o gene selvagem.
A otimizagdo realizada no gene ES de BPV 1 e 2, apresentou um conteido G+C de
87%, 31% a mais que o gene selvagem. Com base nos resultados obtidos neste trabalho,
podemos concluir que a expressdo detectada pode ter sido influenciada pelo aumento do
conteudo G+C e diminuicao de A+T, tornando-se semelhante ao observado nos genes
humanos, ja que utilizamos uma linhagem celular humana.

Como ja descrito, a RT-PCR dos clones com a construgdo vacinal
pCIESsintB1/B2, confirmou a presenga do RNA mensageiro do gene E5. No entanto, ¢
necessario que este RNA seja estavel e integro para que possa ser traduzido, resultando
na producgio da proteina viral no sistema eucarioto. E bem provavel que o RNA
mensageiro detectado estivesse integro, ja4 que o fragmento gerado correspondeu
exatamente, ao tamanho do controle positivo utilizado (gene E5 do BPV-2). Como
controle negativo, tivemos as células 293 sem ter sido transfectadas e também
transfectadas com o vetor vazio pCl-neo. Este resultado nos d4 um subsidio importante
para analisar a presenca da proteina E5 no meio intracelular.

Para comprovar que as proteinas estavam integras, géis SDS-PAGE 15% e 20%
foram corridos com diversas concentragdes dos extratos celulares, entretanto, a banda
esperada (10-KDa), correspondente a proteina ES, ndo pode ser visualizada na amostra
de pCIESsintB1/B2. Um dos motivos para isso seria o fato de estarmos tentando
detectar uma pequena proteina de membrana, a qual precisa ser isolada adequadamente
através da técnica de imunoprecipitagdo, para que possa, posteriormente, ser detectada
por western blot (Suprynowicz et al, 2005). A deteccdo da proteina também nao foi
possivel devido a quantidade de proteinas constitutivas da célula ser muito maior com
relacdo a produg¢do da proteina E5 nas células transfectadas com a construcdo
pCIESsintB1/B2. Outro motivo seria o fato que nas células transfectadas com o gene de
interesse, ndo apresentam uma expressao tao eficiente da proteina, capaz de visualizar

em gel SDS-PAGE.
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Portanto, a proteina E5 foi observada por imunodetecgado através das técnicas de
Dot Blot ¢ Western Blot, este ultimo ap6s imunoprecipitacdo de E5 utilizando o
anticorpo primario AU1. Para estudar as proteinas de membrana, como ES, ¢ necessario
solubilizar as biomembranas em uma solu¢do aquosa, que contenha reduzidas
concentragdes de detergentes ndo-idnicos (presente no tampao RIPA), capazes de
formar os complexos lipidicos e proteinas de membranas isoladas (Disbrow et al, 2003;
Suprynowicz et al, 2000, 2002 e 2005). Através da imunoprecipitagdo, € possivel
desprender a proteina E5 de todas as membranas celulares, para que esta possa ser
reconhecida pelo anticorpo especifico, e, posteriormente, a proteina A seja capaz de
reconhecer a por¢ao Fc das moléculas de IgG de varias espécies. A sedimentagdo deste
complexo, por centrifugacdo, proporciona a possibilidade de separagdo das proteinas
especificas, resultando em uma maior concentracdo dos antigenos no extrato. Desta
forma, facilita a posterior visualizagdo por western blot.

Outra questdo a ser levantada ¢ que a quantidade da proteina ES5 expressa pode
nao ter sido suficiente para ser detectada apenas por western blot, ja que se tratava de
uma expressdo transiente. No entanto, alguns trabalhos demonstraram que mesmo em
cultura que expressam o gene E5 otimizado de HPV 16 de maneira permanente, o
western blot, sem o auxilio de uma prévia imunoprecipitacdo, ndo se mostrou adequado
para evidenciar a presenga da proteina de interesse (Suprynowicz et al, 2005). Isto
demonstra que a expressdo transiente da proteina E5 ndo ¢ um obstaculo para detecc¢do,
a qual, s6 foi possivel apds a imunoprecipitacdo, tornando-se esta, uma ferramenta
necessaria para detectar a proteina ES de BPV 1 e 2 em células de mamifero.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que apenas as células
transfectadas com a construgdo pCIESsintB1/B2 apresentaram transcri¢do do gene ES e
conseqiiente producdo da proteina, confirmando a expressdo do vetor vacinal em células

de mamifero.
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7. CONCLUSAO

Dados sugerem que a otimizag¢do de cédons de ES foi capaz de gerar niveis de
expressdo consideraveis da proteina nas células de mamiferos. Assim, o potencial da
vacina de DNA para o tratamento e prevencdo, tanto do cancer de bexiga quanto do
sarcoide eqiiino, provocados pelos BPV 1 e 2, poderd ser testada e comprovada
futuramente quanto aos efeitos antitumorais, terapéuticos e profilaticos nos ensaios in

vivo.
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9. Avaliacdo da eficiéncia de expressio utilizando o gene reporter -
Galactosidase:

As células transfectadas com o plasmideo contendo o gene repérter da [-
Galactosidase foram incubadas (48 horas /37°C /5% de CO,) e processadas para a
avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo, pela atividade de expressdo do gene reporter.
Ap6s 48 horas da transfeccdo, as células 293 foram submetidas a reagdo de colorag¢ao do
B-gal. Inicialmente, as células foram lavadas duas vezes com 2 ml em 1X PBS
(Phosphate-buffered saline, Dulbecco) e fixadas em 1ml de solugdo 0.2% glutaraldeido
por 5 min. Nova lavagem com 1X PBS foi realizada, e em seguida, as células fixadas
foram incubadas em um volume final de 1ml de uma solucao contendo: 20mg de X-Gal;
0.005M de ferriciamida de potéssio; 0.005M de ferrociamida de potassio; 0.002M de
MgCl, em 1X PBS, para o desenvolvimento de coloracao pela atividade de B-gal. A
incubacao foi de 2 horas a 37°C/5% de CO,,

Alguns testes foram feitos para testar a eficiéncia e toxicidade do reagente de
tranfecgdo (TransFast'™ Transfection Reagent - Promega). Inicialmente, foram
divididos dois grupos de acordo com a propor¢ao do reagente de transfecgao e DNA. Na
primeira situacdo, tivemos a adicdo de metade do reagente recomendado pelo
fabricante, ndo alterando a quantidade de DNA recomendada (:1), e na outra situagao,
foi adicionada a quantidade total indicada pelo fabricante (1:1). Além desta variavel,
submetemos os dois grupos a trés situagdes: expor as c€lulas por 1 hora com o reagente
de transfec¢do e apos esse periodo adicionar mais 1 ml de meio DMEM completo, ou
seja, sem retirar o reagente; expor as células por 1 hora, mas retirando o reagente e
adicionando 2 ml de meio DMEM completo, e expor as células por 2 horas, também
com a retirada do reagente.

De acordo com os resultados obtidos, observamos que 1 hora de exposicdo das
células e sem a retirada do reagente de transfeccdo (na propor¢do 1:1), tivemos um
grande numero de células mortas, indicando a toxicidade do reagente para célula.
Porém, quando diminuimos a quantidade do reagente de transfec¢do (na proporcao 'z:1)
e também sem retirar esse reagente, tivemos uma diminuicdo significante da morte
celular e uma eficiéncia de transfeccdo em torno de 50%. Contudo, quando as células
foram expostas por 1 hora com retirada do reagente de transfeccdo (nas duas
proporgdes), tivemos a maior sobrevivéncia celular e eficiéncia de transfec¢ao, em torno

de 80%. No entanto, quando aumentamos a exposi¢do das células para 2 horas, mesmo
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retirando o reagente de transfec¢do (nas duas proporgdes), tivemos morte celular e
conseqiientemente baixa eficiéncia de transfec¢do. Podemos concluir que para melhorar
a eficiéncia de transfeccdo, ¢ preciso expor as células por 1 hora com retirada do
reagente de transfeccdo e utilizar a propor¢do 2 reagente:1 DNA, ja que os resultados
com a propor¢do 1:1 foram equivalentes. Vale ressaltar que esses dados sao diferentes
dos recomendados pelo fabricante, o qual sugere expor a célula por 1 hora sem a

retirada do reagente de transfeccdo, na propor¢do 1:1 ou 2:1.

Proporc¢ao
1:1 —

Proporc¢ao
1/2:1 —»

2 hrs de T 1 hrs de T 1 hrs de T
exposi¢ao com exposicio com exposicio sem
retirada do retirada do retirada do
reagente reagente reagente
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