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RESUMO

LIMA, E.G. Imunizacdo genética para o0 controle de papilomaviroses:
construgdo de um vetor vacinal baseado no gene L2 do Papilomavirus bovino
tipo 1. 2011. 97f. Dissertagédo. Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro
no cendrio mundial. No entanto, algumas doencas vém causando prejuizos
consideraveis entre elas estd a papilomatose bovina, uma doenca
infectocontagiosa, de carater tumoral, com etiologia relacionada a infec¢éo pelo
papilomavirus bovino (BPV) que se caracteriza pela formagc&o de tumores em
tecidos da pele e mucosa. Hoje se conhecem 11 tipos diferentes de
Papilomavirus bovino, sendo os BPvs tipos 1, 2 e 4 oncogénicos. Até o
momento n&do existe vacinas para 0 controle ou tratamento das
papilomaviroses. Diferentes estudos vém demonstrando que a proteina L2
pode ser uma candidata ao desenvolvimento de estratégias vacinais profilaticas
contra o BPV. Neste trabalho, tivemos como objetivo construir um vetor vacinal
a partir do plasmideo pCINeo (Promega®) e do gene L2 de BPV1, avaliando in
vitro a expressdo do antigeno L2 em células de mamiferos. O gene L2 foi
amplificado pela técnica de PCR a partir do genoma completo de BPV1, com
uso de oligonucleotideos especificos contendo um epitopo AU1l no primer
forward e posteriormente clonado em vetor de passagem pGEM-T Easy
(Promega®) e subclonado no vetor de expresséo pCIneo, gerando a construg&o
pCIL2B1. O plasmideo foi transfectado in vitro em células 293 para analise
funcional da expresséo de L2. Os resultados obtidos confirmaram a construgéao
pCIL2B1 por PCR e sequenciamento. A capacidade desta construgcdo
expressar o gene L2 e produzir a respectiva proteina em células de mamifero
foi confirmada por RT-PCR e western blot (usando anticorpo contra o epitopo
AU1).

Palavras—chave: Gene L2. Papilomavirus bovino. Vacina de DNA.



ABSTRACT

LIMA, E.G. Dissertation. Genetic immunization for papilomaviruses control:
construction of a vaccinal vector based on the gene L2 bovine papillomavirus
type 1. 2011. 97f. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brazil.

The cattle industry is one of the main highlights of the Brazilian
agribusiness on the international stage. However, some diseases have caused
considerable damage including bovine papillomatosis which is an infectious
tumorous disease related to bovine papillomavirus (BPV) etiology and
characterized by the formation of tumors in tissues of the skin and mucosa.
Currently we know 11 different types of bovine papillomavirus, among which the
BPv types 1, 2 and 4 are oncogenic. So far there is no vaccine or treatment for
the papilomaviroses control. Different studies have reported that the L2 protein
may be a candidate for the development of prophylactic vaccine strategies
against BPV. The L2 protein has a potential cross-reaction with different BPVs
and HPV (Human Papillomavirus). On this paper, our objective was to construct
a vector vaccine from pCINeo plasmid (Promega ®) and the gene of BPV1 L2,
evaluating in vitro L2 antigen expression in mammalian cells. The L2 gene was
amplified by PCR from the complete genome of BPV1, using specific
oligonucleotides containing an AUl epitope in the forward primer and
subsequently cloned into pGEM-T Easy vector (Promega ®) and subcloned in
expression vector pCineo, pCIL2B1 generating building. The plasmid was
transfected into 293 cells in vitro functional analysis for the expression of
L2.Obtaining construction pCIL2B1 was confirmed by PCR and sequencing.
The capacity of this construction to express the gene and produce their L2
protein in mammalian cells was confirmed by RT-PCR and western blot (using
antibody against the epitope AU1l). The results confirmed the L2 gene
expression in mammalian cells and the consequent production of the protein L2
BPV-1.

Keywords: Gene L2. Bovine papillomavirus. DNA vaccine.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro no
cenario mundial. O Brasil € dono do segundo maior rebanho bovino do mundo, com
cerca de 200 milhdes de cabecas, Pernambuco detinha quase 2 milhdes e 300 mil
cabecas em 2009. Além disso, desde 2004, assumiu a lideranca nas exportacdes,
com um quinto da carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de
180 paises.

O rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois
segmentos lucrativos. As cadeias produtivas da carne e leite. O valor bruto da
producdo desses dois segmentos, estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenca da
atividade em todos os estados brasileiros, evidenciam a importancia econémica e
social da bovinocultura em nosso pais.

No entanto, algumas doencas vém causando prejuizos consideraveis,
principalmente naqueles animais de importancia econdmica. Entre elas estd a
papilomatose, que € uma doenca infectocontagiosa, que acomete muitas especies
de aves, mamiferos, incluindo o homem. A doenga é muitas vezes ignorada pelos
criadores e profissionais, por ndo ser de notificacdo compulsoria, mas nos ultimos
tempos tem-se verificado uma maior preocupacdo em relagéo a ela, provavelmente
devido & descoberta da sua relagdo com determinados tipos de céncer e outras
doencas.

A papilomatose cuténea bovina é uma enfermidade cronica, de caréater
tumoral benigna, de natureza fibroepitelial e origem viral, caracterizando-se por
apresentar tumores que se localizam na pele e mucosa. E uma doenca de caréater
cosmopolita conhecida, vulgarmente, por verruga ou figueira dos bovinos. E uma
doenca importante economicamente por causar desvalorizagdo dos animais a serem
comercializados, piorando a aparéncia e causando depreciagdo do couro dos
animais afetados. Dependendo da intensidade das lesBes, podera ocorrer
debilitacdo e altera¢des funcionais organicas podem ser ocasionadas pelos tumores.
A presenca das verrugas no Ubere de vacas em lactacdo desvaloriza os animais e
torna o Ubere susceptivel as infec¢des secundarias, resultando em mastites.

A grande maioria de tipos de PV possui a capacidade de permanecer em
longos ciclos de laténcia. Estes virus de DNA séo estritamente espécie-especificos

e, mesmo em condi¢cOes experimentais, ndo infectam outro hospedeiro que néo o



seu natural. O papilomavirus bovino (BPV) é caracterizado como o Unico caso
reconhecido de infec¢do cruzada dentro da familia Papillomaviridae, de BPVs 1 e 2
em cavalos e outros equideos, resultando em uma lesdo tumoral comum em
equinos, o sarcoide equino, que pode levar ao sacrificio do animal.

Atualmente, 10 tipos de BPVs j& foram descritos, sendo classificados de
acordo com critérios histopatolégicos, imunoldgicos e moleculares. Os BPVs 1 e 2
estdo relacionados com o cancer de bexiga urinéria e o BPV 4 com cancer do trato
digestorio superior.

Para o controle da infeccdo causada pelo papilomavirus e a diminuicdo dos
problemas econdmicos causados pela mesma, tém-se optado frequentemente pela
autovacinacao. Esta vacinacao é feita com extrato bruto de verrugas tratadas para
inativagdo do virus, uma vez que ndo existem vacinas comerciais disponiveis, sejam
preventivas ou terapéuticas.

Véarios estudos testaram a efichcia de vacinas contra infec¢cdes por PV
baseados nos produtos dos genes estruturais e ndo-estruturais do virus. Alguns
estudos vém demonstrando que L2 é capaz de prevenir uma gama de gendtipos
clinicamente importantes de HPV. Tornando o BPV um modelo experimental ideal
para o estudo do papilomavirus humano (HPV), a partir do qual se investiga a
interacdo dos papilomavirus com seu hospedeiro natural e com co-fatores
ambientais. O primeiro estudo com a vacinagdo contra diferentes tipos de BPV
sugeriu que a imunidade para o papilomavirus é tipo-especifica.

Dessa forma, a constru¢éo de um vetor contendo o gene L2 do papilomavirus
bovino tipo 1 visa o futuro desenvolvimento de uma estratégia vacinal baseada em
imunizacdo genética, tornando-a um modelo experimental vidvel e de baixo custo,

abrangendo interesses econdémicos.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Construir um vetor génico baseado no plasmidio pCl-neo usando o

gene L2 de BPV 1, e avaliar a expresséo de L2 em células de mamiferos.

2.2 Especificos

1. Obter o gene L2 de BPV 1 pela técnica de PCR usando primers

especificos;

2. Subclonar o gene L2 no vetor de expressdo (pCl) em células de

mamiferos originando a constru¢do pCIL2B1;

3. Obter células HEK 293 (Human Embrionic Kidney Cell - Célula
Embrionaria de rim humano) transfectadas com construcdo vacinal
pCIL2B1,;

4. Analisar expressdo do gene L2 nas células HEK 293 transfectadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os papilomavirus constituem um grande grupo de virus epiteliotréficos com
genoma de DNA néo envelopados, que infectam a pele e mucosa de varias espécies
de vertebrados, inclusive o homem, sendo altamente especificos, ndo apenas para
seus respectivos hospedeiros, mas também em relacdo aos sitios anatbmicos onde
causam infecgcdo em cada um deles (MEYERS, MAYER & OZBUN, 1997). Inclui-se
nesse grupo o virus do papiloma bovino com 10 diferentes tipos, classificados de
acordo com as propriedades biolégicas e organizagdo do genoma.

No Brasil, a papilomatose bovina é um importante problema econémico
para os criadores, existindo regi6es em que a papilomatose é endémica (Vale do
Paraiba — SP). Na regido Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco (regido
da Zona da Mata), a incidéncia de papilomatose bovina é muito alta provocando
grandes perdas econOGmicas para os criadores (MELO & LEITE, 2003).

Esse patdgeno atinge até 30% do rebanho, favorecendo a ocorréncia de
novos casos em animais sadios, determinando com isto a perpetuagédo do processo
morbido na propriedade. Ha relatos na literatura de casos onde a enfermidade atinge
até 75% do rebanho (ROSENBERGER, 1989; SMITH, 1994; RADOSTITS et al.,,
2000). A espécie mais acometida é a bovina, apresentando infeccdo cutanea,
orogenital e orofaringea. Ocorre em outras espécies e o reservatorio € o proprio
animal doente, sendo seu curso muito prolongado (SMITH, 1994; MORTER &
HORSTMAN, 1999).

Os prejuizos econdmicos que a papilomatose bovina acarreta séo a cegueira,
o0 desenvolvimento retardado, a desvalorizagdo do couro do animal e,
consequentemente, a diminuicdo da produtividade. Ocorre ainda uma sensivel
depreciagcéo do valor do animal, em funcdo da dificuldade na comercializagédo do
mesmo e de problemas relacionados com a fertilidade, principalmente quando a
localizacdo do papiloma € observada na genitalia. Outro problema decorrente da
doenga € o surgimento de papilomas no Ubere, o que dificulta a ordenha e pode
determinar quadro de mastite. Uma das consequéncias imediatas do processo € o
estabelecimento de miiases onde o papiloma localiza-se, além de servir de porta de
entrada para outras infeccbes (ROSENBERGER, 1989; RAI et al., 1991,
RADOSTITS et al., 2000).



Os BPVs possuem genomas com aproximadamente 8000 pares de base, sdo
pequenos virus oncogénico, ndo-envelopado, com morfologia icosaédrica e diametro
de 55-60nm (Figura 1). O capsideo apresenta 72 capsémeros, formado pelos
pentameros de 360 coOpias de uma proteina designada L1, além de 12 coOpias 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
dupla fita circular (DE VILLIERS et al., 2004).

Capsomere Capsid

Figura 1. Capsbmero e capsidio ndo-envelopado (PEREIRA et al., 2009).

O genoma do papilomavirus contém dois segmentos principais, cada um
constituido por uma série de janelas de leitura para proteinas (ORFs) que codificam
as proteinas virais, e uma longa regiao de controle (LCR), como podemos observar
na figura 2. Sao elas chamadas de ORFs (Open Reading Frames) n&do-estruturais ou

precoces (E) e estruturais ou tardias (L), de acordo com o periodo de expressao.

L2

L1

Figura 2. Mapa gendmico caracteristico dos Papilomavirus (PV)
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A regido precoce (Early) representa 45% do genoma e é formada por 6
genes (E1, e2, E4, E5, E6 e E7) envolvidos em diferentes momentos do ciclo de
replicagdo, mas geralmente se expressdo no comego do processo replicativo. O
gene E1 codifica uma proteina que se liga especificamente a regido URR e possui
uma atividade helicase dependente de ATP, responsavel pela fase inicial de
replicagéo do DNA viral (SEO et al., 1997; YANG et al., 1991) e interage com a DNA
polimerase sendo essencial para a replicagdo do DNA viral (ZUR HAUSEN, 1994). O
gene E2 codifica duas ou, provavelmente, trés proteina virais diferentes, que se
ligam ao DNA viral e atuam como fatores de transcricdo. Essas proteinas podem
apresentar fungéo de trans-ativagéo ou represséo dos genes virais, dependendo de
como 0s seus sitios ligantes interagem com a regido URR (McBRIDE, ROMANCZUK
& HOWLEY, 1991). A perda da expressdo de E2 estd correlacionada com o
aumento da proliferacéo celular induzido por E6 e E7 (HEDGE, 2002)

O gene E4 codifica uma proteina cujo papel na biossintese dos virus, ainda
ndo foi determinado. Ela ndo é requerida para a transformacdo ou persisténcia
epissomal do DNA viral. Essa proteina é encontrada principalmente nas células das
camadas mais diferenciadas do epitélio infectado, podendo ter papel na criagdo de
condi¢des favoraveis para maturagdo das particulas virais (ZUR HAUSEN; 1996;
ZUR HAUSEN; 1999).

O gene E5 codifica uma proteina envolvida com a estimulagdo do
crescimento e transformacédo da célula, e forma complexos com uma variedade de
outras proteinas trans-membrana (CONRAD et al., 1993), possui importante papel
transformante na célula infectada (ZUR HAUSEN, 1996).

A proteina E6 de BPV é um ativador transcricional, que interage e inibe o
coativador de transcricdo CBP/p300 e, também inibe a funcdo do supressor tumoral
p53 (ZIMMERMAN et al., 2000), em HPVs de alto risco E6 esta distribuida tanto no
ndcleo quanto no citoplasma das células infectadas podendo interagir com
aproximadamente 12 diferentes tipos de proteinas celulares, além disso, podem
ativar a transcricdo da subunidade catalitica da enzima telomerase, impedindo que
as ceélulas entrem em senescéncia tornado-se imortais (ZUR HAUSEN, 2002).

O gene E7 de BPV-1 codifica uma proteina de 127 aminoacidos, que coopera
com E5 e E6 na indugcdo de transformacdo celular. Em células infectadas
naturalmente, a expressao de E7 de BPV-1 é observada no citoplasma e nucléolos

das células basais e inferiores da camada espinhosa, enquanto que a expressao de
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E7 de BPV-4 é observada em todas as camadas de papilomas, em todas as fases
(BORZACCHIELLO & ROPERTO, 2008). Em HPV, E7 também codifica outra
oncoproteina viral também importante na imortalizacdo celular e consequentemente
no papel carcinogénico do HPV.

A regido tardia (Late) representa 40% do genoma viral e é composta pelos
genes L1 e L2, os quais codificam proteinas estruturais que formam o capsideo viral
(LONGWORTH & LAIMINS, 2004). O gene L1, é constituido por pouco mais de 1500
pares de bases e possui um peso molecular aparente de 54-58 kDa. L1 é o principal
constituinte do capsideo viral e é imunogénica. O gene L2 codifica a proteina
secundaria do capsideo viral, tem peso molecular aparente de 72 kDa (BUCK et al.,
2005). L2 também é imunogénica e possui epitopos que induzem a producéo de
anticorpos reativos grupo-especifico (ROSE, 1994).

As proteinas L1 e L2 sd8o expressas no nucleo dos queratindcitos
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, é 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).

Entre os segmentos L e E existe a longa regiao de controle (LCR-long control
region ou URR-upstream regulatory region) que representa 15% do genoma,
contendo elementos regulatérios. A LCR E uma area n&o-codificante do genoma
viral, de aproximadamente 500-1000 nucleotideos, dependendo do tipo do
papilomavirus, situada entre o terminal 3’ da ORF tardia e o terminal 5’ da ORF
precoce. Essa regido possui inUmeros locais de ligagbes para os repressores e
ativadores da transcri¢cdo, além da origem de replicacdo (NICHOLLS & STANLEY,
2000; MUNGER & HOWLEY, 2002; BORZACCHIELLO & ROPERTO, 2008). A LCR
dos BPV-1, BPV-2 e BPV-5 contém 12 sitios de ligacdo a E2, enquanto que nos
tipos 3, 4 e 6, sdo reconhecidos apenas quatro sitios de ligagdo a E2. A proteina E2
€ a reguladora da transcricdo viral, e sua ligacdo a LCR pode ativar ou reprimir a
transcrigcdo 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 (Jackson & Campo, 1995).



Embora esta seja a organizagdo convencionada para o genoma viral dos PVs,
h& alguma variagdo quanto a presenca e auséncia de ORFs, a depender do tipo viral
considerado. Por exemplo, os genomas de BPV-3, BPV-4 e BPV-6 perderam a ORF
E6, que foi substituida por E5 (originalmente definida como E8), enquanto que a
maioria dos tipos de PV, BPV-1, BPV-2 e BPV-5 ainda mantém esse gene
(Borzacchiello & Roperto, 2008).

3.1 Papilomatose Bovina

Os virus do papiloma bovino (BPV) tém sido associados a diversas formas de
cancer. Dada a intensa disseminacdo da papilomatose nos rebanhos, novas
pesquisas com auxilio de metodologias moleculares podem contribuir com
resultados mais eficazes contra a papilomatose bovina. Diminuindo o impacto
econdmico, visto que o Brasil € um dos grandes produtores de gado, contudo, novas
metodologias poderiam ser utilizadas como paramento para o desenvolvimento de
tratamentos e/ou medidas preventivas para o HPV, visto que o BPV é considerado
um bom modelo experimental.

Segundo Campo (1998), as lesbes mais comuns associadas a infec¢do por
BPV em bovinos séo: papilomas na pele (BPV 1, 2 e 3), papilomas e cancer no trato
gastrointestinal superior (BPV4), papilomas nos tetos e uUbere (BPV 1, 5 e 6),
papilomas no pénis (BPV 1) e cancer na bexiga urinéria (BPV 1 e 2) (figuras 3 e 4).
Os cénceres do trato gastrointestinal superior e da bexiga urinaria desenvolvem-se
como resultado da interacdo entre o virus, carcinGgenos quimicos e
imunossupressores presentes na samambaia ingerida pelo animal (CAMPO, 1997a).
Como ja mencionado, os tetos e Uberes estéo sujeitas a infec¢@o por trés diferentes
tipos de BPV, mas quando causada especialmente pelo BPV 6, a doenca deixa de
ser apenas um problema de saude animal e passa a ter grandes consequéncias
econbmicas devido a peculiar propagacdo das lesGes ao redor do tumor primério
provocado por esse tipo de BPV. Esta expansdo € clinicamente significante, uma
vez que as vacas com papilomas nos tetos ndo podem ser ordenhadas e ficam
impossibilitadas de amamentar os bezerros. Além disso, frequentemente papilomas
pedunculados s&o arrancados, provocando processos infecciosos (CAMPO, 1998;

CAMPO, 2006). A papilomatose no pénis interfere na fungéo reprodutiva dos touros



reprodutores e estes animais sdo sacrificados. Ocasionalmente, rebanhos inteiros

sao sacrificados caso a papilomatose néo regrida (CAMPO, 2002).

Figura 3. Lesbes em bovinos associadas a infeccdo por BPVs 1, 2, 3 e 4: (A) Papiloma
esofagico; (B) Extensa papilomatose no rumen; (C) Carcinoma de célula escamosa do
rimen; (D e E) Extensa papilomatose na faringe e no reticulo, respectivamente. Fonte:
adaptada de Campo (2002) e Campo (2006).

'w

Figura 4. Lesbes em bovinos associadas a infeccdo por BPVs 1, 5 e 6: (A) Pequenos
tumores nos tetos e multiplos tumores globosos de diferentes tamanhos localizados ao
longo da linha alba; (B) Papilomas nos tetos. E possivel visualizar tanto frondosos
fibropapilomas causados por BPV 1 e 5 quanto fibropapilomas ovais causados pela infec¢do
de BPV 6. Fonte: adaptada de JELINEK & TACHEZY (2005) e CAMPO (2002).

Até pouco tempo atrds, os BPVs estavam classificados em 6 tipos bem
caracterizados. No entanto, essa classificagdo sofreu modificacdes, atualmente, a
nomenclatura leva em consideracdo as propriedades biolégicas e organizagdo do

genoma, o0s epiteliotrépicos (BPVs 3, 4, 6, 9 e 10) sdo definidos como género
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Xipapilomavirus, os BPVs 1 e 2 como Delta-papilomavirus e os BPV 5 e 8 sdo os

Unicos membros do Epsilon-papilomavirus (figura 5) (DE VILLIERS et al., 2004).

BPV.7

BPV-8

BRY-S BPY-1

Epsilon
Ps BPY-2

0.1 Delta

Figura 5. Arvore filogenética apresentando a disposicdo dos grupos de papilomavirus
bovinos. Fonte: Hatama et al (2008).

Nos bovinos sdo mais comuns papilomatoses cutanea e nas mucosas genital
e orofaringea, ndo havendo diferenca na prevaléncia da patologia entre sexo e
racas, sendo mais frequente em animais com menos de dois anos de idade
(CORREA & CORREA, 1992).

As lesBes hiperplasicas produzidas pelos papilomavirus, definidas como
verrugas, papilomas ou condilomas, séo geralmente lesdes benignas (Munoz, 2000).
No entanto, o gado pode apresentar processos neoplasicos derivados da
malignizacdo de papilomas pré-existentes, devido a agéo sinérgica de co-fatores
ambientais (CAMPO, 2002; LEAL et al., 2003). No caso dos tumores de bexiga em
bovinos, eles estdo comumente associados com uma sindrome conhecida como
hematdria enzodtica (HE), a qual é causada pela ingestdo prolongada de brotos de
samambaia (CONFER & PANCIERA, 2001).

A hematuria enzodtica bovina (HEB) é uma das formas clinicas da intoxicagéo
cronica por samambaia (Pteridium aquilinum), caracterizada por neoplasmas na
bexiga com consequente hematuria, anemia, emagrecimento progressivo e morte.
Essa doenca afeta bovinos de ambos os sexos com idades superiores a dois anos.

A HEB tem sido relatada no Brasil e em outras partes do mundo, sendo responsavel
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por perdas econbmicas significativas onde P. aquilinum é abundante
(ALBUQUERQUE, 20086).

O consumo de samambaia foi implicado na etiologia da HEB devido a forte
associagéo entre a presenca dessa planta nos campos e a ocorréncia da doenga
(DOBEREINER et al., 1967; ALBUQUERQUE et al., 2006; JARRETT et al., 1978). A
HEB foi reproduzida experimentalmente em bovinos pela administracdo de
samambaia P. aquilinum possui varios principios carcinogénicos, mutagénicos e
imunossupressores (CAMPO et al., 1992). Dentre eles, encontram-se o0
ptaquilosideo norsesquiterpeno e a quercetina (CAMPO, 1997). A co-
carcinogenicidade entre os compostos quimicos da samambaia e a infeccdo com o
papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) também tem sido implicada na etiologia da HEB
(CAMPO et al., 1992; CAMPO, 2002; WOSIACKI et al., 2005).

Em um estudo realizado em bovinos na Itélia, envolvendo amostras de
tumores de bexiga coletadas em abatedouro, verificou que 77% delas eram positivas
para BPV-2 (BORZACCHIELLO et al., 2003). Estes resultados fortalecem a hipotese
gue a etiopatogenicidade destes tumores esta relacionada ao BPV-2.

O DNA do BPV-2 j4 foi detectado em amostras de sangue total (STOCCO
DOS SANTOS et al, 1998; FREITAS et al., 2003; FREITAS et al., 2007), em
tumores de bexiga de animais exibindo sinais clinicos de HE, assim como em tecido
do trato reprodutivo e em gametas (CARVALHO et al. 2003, WOSIACKI et al. 2005,
2006; Freitas et al., 2007). O quadro anatomopatologico da HE caracteriza-se por
lesbes hemorragicas e hiperplasicas da mucosa vesical que, com frequéncia,
evoluem para neoplasias (OLSON et al., 1959; POLACK, 1990; CAMPO et al., 1992;
DURAO et al., 1995). As primeiras manifestacdes clinicas da HE ocorrem em
animais adultos, ap6s um longo periodo de exposicdo a samambaia. A HE pode
ainda ocorrer em associacdo com neoplasias do trato digestorio. Esta forma clinica
esti também etiologicamente associada a infeccdo pelo BPV-2 (RAJENDRAN et al.,
1983; HOPKINS, 1986; DURAO et al., 1995).

A presengca do BPV-2 em papilomas e carcinomas na bexiga de bovinos,
associados a HE, foi inicialmente sugerida com base na detec¢éo de corpusculos de
inclusdo, caracteristicos do virus, em células tumorais. Posteriormente foi relatado
que tumores de bexiga induzem lesbes similares quando injetados em animais
saudaveis e que animais com carcinoma do trato digestério apresentam alta

prevaléncia de papilomas na regido tumoral. No entanto, as toxinas da samambaia
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também s&o capazes de produzir tumores em animais de laboratério livres da
infecgcdo pelo BPV-2, e este, isoladamente, foi capaz de produzir neoplasias na
bexiga de bezerros que ndo tinham acesso a samambaia (HOPKINS et al. 1990).
Resultados de vérios experimentos confirmaram que tanto o virus quanto a
samambaia estdo envolvidos na carcinogénese da bexiga (JARRETT, 1978;
PACHAURI et al., 1981; HOPKINS, 1986; MOURA et al., 1988; POLACK, 1990,
CAMPO et al., 1992; SANTOS et al., 1998). Reddy e Fialkow (1983) descreveram
que, diferentemente das indug¢des por carcindgenos isolados, o BPV induz a
iniciagéo e a promogao dos tumores em conjunto com compostos da samambaia. A
rota da infeccdo do BPV-2 para a bexiga ainda ndo €& conhecida, mas ja foi
comprovado que o BPV-2 pode ser transmitido de forma vertical (STOCCO DOS
SANTOS et.al., 1998).

Embora os papilomavirus sejam considerados extremamente espécie-
especificos, 0 BPV 1, e 0o BPV 2 em menor frequéncia, sdo encontrados em tumores
fibroblasticos de equinos denominados tumores sarcoides (NASIR & REID, 1999;
CAMPO, 2003).

O sarcoide equino é o tumor da pele mais comumente detectado em equinos,
em todo o mundo, e tem sido relatada sua presenga em cavalos, burros e mulas
(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002), com relatos de taxas de prevaléncia de 12.9
a 67% de todos os tumores de equinos. O sarcOide pode ser definido como tumor
fibroblastico benigno localmente agressivo da pele equina (NASIR & CAMPO, 2008)
e pode ocorrer como lesBes Unicas ou mdultiplas em diferentes formas, desde
pequenas lesBes parecidas com verrugas até grandes Ulceras fibrosas. As lesdes
podem ocorrer em todo o corpo, mas existem sitios de predisposicdo em especial na
regido paragenital, no térax-abdome e na cabeca e, frequentemente, ocorrem em
locais de lesédo prévia e cicatrizes (TORRONTEGUI & REID, 1994).

A biologia molecular da infecgdo pelo BPV-1 em sarcoide equinos assemelha
a da infeccdo por BPV-2 na bexiga urinaria em bovinos: em ambos os casos, a
infeccao é abortiva e ndo produtiva, as proteinas precoces (proteinas E), incluindo a
principal oncoproteina E5, sdo consistentemente expressas, fornecendo evidéncias
claras que a presenca do DNA viral ndo € acidental; as proteinas tardias (proteinas
L) sdo ocasionalmente detectadas, mas nao se observa particulas virais, sugerindo
que a infeccao é abortiva numa fase tardia (CHAMBERS et al., 2003; NASIR &
CAMPO, 2008).
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Ja se disse que os papilomas infectam preferencialmente o epitélio cutédneo e
mucoso. Mas, para compreender o seu ciclo de vida, é necessario ter presente a
constituicdo deste tecido, assim como a evolugdo do mesmo.

O tecido epitelial que reveste a pele e as mucosas é pluriestratificado. Dos
varios estratos sobrepostos existentes, o que é mais inferior designa-se por estrato
basal. A medida qués as novas células sdo formadas, v8o migrando para cima e
diferenciam-se progressivamente. Estas células em diferenciagdo sdo denominadas
por queratindcitos. O ciclo de infeccdo do papilomavirus esta intrinsecamente
relacionado aos estagios de diferenciacdo das células epiteliais do hospedeiro
(O'BRIEN & CAMPO, 2002), como mostra a figura 6.
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Figura 6. Ciclo de infeccdo do PV. Entrada do virus no tecido epitelial através de
microtrauma e estabelecimento da infeccdo na camada basal (CONWAY e MEYERS, 2009).

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, a

pesquisa de vacinas para o papilomavirus € dificultada pela sua incapacidade de
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replicagédo in vitro em culturas celulares e pela sua dificuldade de adaptagdo em
culturas de tecidos. (WOSIACKI et al., 2002).

A replicagdo viral ocorre nas camadas basais do epitélio escamoso
estratificado da pele ou de membranas mucosas e, provavelmente, 0s virus tém
acesso as celulas do nivel inferior através de leséo e/ou abras&o. O virus atinge o
nucleo das células basais através de microlacera¢6es, sendo que os primeiros sinais
de transcricdo do genoma viral aparecem cerca de 4 semanas apos a infeccao
(BUCK et al., 2005).

Uma vez infectadas, as células epiteliais sdo transformadas pelo PV para a
inducdo da hiperplasia e hipertrofia destas. O virus infecta os queratindcitos basais
expressando 0s genes virais precoces nas camadas basais e suprabasal do epitélio
e replica seu genoma durante a diferenciacdo da camada espinhosa e granular.
Dentro das camadas epidérmicas basal e primeira suprabasal, o DNA viral é
replicado para um numero de 50 a 100 cépias por célula (BEDELL et al. 1991,
CAMPO, 1997b). Com a diferenciacdo das células, a expresséo dos genes tardios é
ativada e as proteinas do capsideo viral L1 e L2, juntamente com a proteina E4
(possivelmente relacionada com a replicagcdo e a encapsidacdo do DNA viral) nas
camadas escamosas (figura 7). Os virions s@o formados e finalmente liberados com
a descamagio da camada queratinizada (O'BRIEN & CAMPO, 2002). A medida que
0s virus amadurecem e as particulas virais se agrupam, eles migram em direcéo a
superficie, consequentemente, virus completos s&o encontrados apenas nas
camadas epiteliais superiores. Este gradiente de replicagdo e diferenciacdo do
epitélio basal para o epitélio apical tem implicagdes significativas para a detecgéo e
o tratamento das infecgdes relacionadas ao PV (HOWLEY & LOWY, 2001), uma vez

que é dificil a reproducdo fiel desse ambiente celular em cultivo celular.
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Figura 7. Modelo de entrada do HPV na célula. Este é um diagrama simplificado explicar o
complexo processo de entrada viral. Receptores na membrana celular e varias proteinas
celulares séo indicados por simbolos com cores correspondentes. As mudancas na cor do
virion tem sido usado para indicar uma mudanca conformacional ocorrendo dentro da
estrutura do capsideo a ligagéo e clivagem, (PEREIRA et al., 2009).

Rosenberger (1989) descreveu que a extensao e duragdo do crescimento dos
papilomas estdo relacionadas a idade, a receptividade genética, ao manejo
inadequado e a imunodeficiéncia. O problema pode atingir até 75% de um rebanho e
pela existéncia de novos animais susceptiveis a enzootia podem durar anos.

Assim como muitos virus, BPVs podem estabelecer uma infecgéo latente. O
genoma viral pode ser frequentemente encontrado em epitélios normais, sem sinais
clinicos da doenca (OGAWA et al., 2004). Epitélios normais sao sitios aceptores de
infeccdo latente e, alias, a reativacdo do BPV em locais de trauma sugere que o
DNA viral esta presente nestes sitios em forma latente, e que os danos do epitélio,
possivelmente através da producdo de citocinas inflamatérias e do estimulo da

proliferacdo celular, induz a expressdo de genes virais levando a formacédo de
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papiloma (Campo, 2006). No entanto, epitélios podem n&o ser o Unico sitio de
laténcia do papilomavirus. O DNA de BPV esta presente em forma epissomal nos
linfocitos circulantes de bovinos, enquanto o papilomavirus humano encontra-se
integrado ao genoma do hospedeiro nas linhagens celulares do carcinoma do colo
uterino, porém encontra-se na forma epissomal extracromossdémico nas lesdes
benignas (CHOO et al., 1987). Esse achado sugere que, para o HPV, a inser¢cdo do
genoma viral no genoma da célula hospedeira €, pelo menos, uma das maneiras de
desencadear o processo maligno.

Embora a etiologia viral de tumores esteja bem estabelecida, os mecanismos
moleculares envolvidos nesta transformagao nédo estdo bem entendidos. O DNA viral
ndo estad presente no tumor ou em células transformadas in vitro, sugerindo que o
virus é responsavel pelos eventos iniciais da carcinogénese, mas nao pela
manutenc¢do das transformagdes fenotipicas, onde a informacdo genética viral ndo é
necessaria para a manutengcdo da malignidade (GAUKROGER et al., 1991).
Também né&o esta claro como fatores carcinogénicos e agentes promotores estdo
envolvidos em diferentes estagios no desenvolvimento de papilomas e carcinomas,
porém j& foram descobertos dois estagios do mecanismo de carcinogénese, a
iniciagéo e a promogéo, que tém componentes independentes (FRAZER, 1996).

O ciclo de vida dos PVs evoluiram de maneira a minimizar sua exposi¢cao ao
sistema imune do hospedeiro. Entretanto, muitos aspectos da biologia do
papilomavirus apontam para a importancia da resposta imune na determinacao do
curso da infecgao.

Estudos epidemiol6gicos sugerem fortemente que a resposta imune a
infeccdes por papilomavirus seguem um padrdo semelhante. 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. Animais podem carregar tumores grandes, produzindo virus
ativamente em grandes quantidades, mas néo respondem facilmente aos antigenos
virais durante o curso da infecgdo e anticorpos anti-BPV sdo raramente detectados.
(O'BRIEN & CAMPO, 2002; TINDLE, 2002).

Fortes evidéncias indicam que o processo de regressdo dos papilomas seja
mediado por uma resposta imune celular, enquanto que a protecéo contra a infecgao
seja devida a anticorpos neutralizantes (CAMPO, 1997b). Animais com tumores

ulcerados e hemorragicos tém niveis altos de anticorpos anti-BPV e uma boa
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resposta humoral pode ser obtida ap6s a inoculagdo intramuscular de virus
purificados ou proteinas virais, confirmando que apenas quando o papiloma é
danificado ou via imunizagdo, antigenos virais entram em contato com células
imunes. Em estégios tardios de infeccdo, pode-se observar uma resposta celular e
humoral fraca, contra proteinas do capsidio e/ou contra a proteina transformante E7,
a qual parece esta associada com a rejeicéo do papiloma (CAMPO, 1998).

A pobre resposta imune contra o BPV €, provavelmente, a principal razéo
para persisténcia da infecgdo, até mesmo em hospedeiros imunocompetentes, o0s
papilomas persistem por muitos meses antes que a regressao acontega. A falta de
reconhecimento pelo sistema imune, apesar de uma abundante expressdao 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 expressédo) do Complexo maior de
histocompatibilidade de classe | (MHC 1), e dessa forma evita o reconhecimento das
células transformadas ou infectadas pelos linfocitos T citotoxicos (CTL) capazes de
destruir as mesmas (O'BRIEN & CAMPO, 2002; ARAIBI et al., 2004; ASHRAFI et al.,
2006).

O MHC | é responsével pela apresentacédo de peptideos antigénicos a células
T efetoras, e desempenha um papel critico na vigilancia imune. O complexo consiste
de cadeia pesada (HC ou Heavy Chain), f2-microglobulina e peptideo, (ASHRAFI et
al.,, 2002). Todos estes elementos sdo essenciais para formacéo e estabilidade do
complexo. A degradagd@o proteolitica das proteinas virais gera um espectro de
peptideos que sdo carregados pela a cadeia pesada do MHC | no reticulo
endoplasmatico, onde a microglobulina 32 e chaperonas, como TAP (transportador
associado com peptideo), s&o importantes para formagdo do complexo
(CRESSWELL et al., 1999). O complexo MHC | é glicosilado e transportado do
reticulo endoplasmético pelo aparato de Golgi para a membrana plasmética para ser
apresentado aos linfécitos T citotoxico. Portanto, MHC | desempenha um papel
critico na vigilancia imune (GROMME et al., 1999).

A down-regulation do MHC | é realizada pela a¢éo da proteina E5 do BPV, e a
regulacdo ocorre em varios niveis: a transcricdo do gene da cadeia pesada do MHC

| é reduzida, o peptideo da HC do MHC | é degradado e o complexo MHC | é
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sequestrado nas cisternas do Golgi e é irreversivelmente impedido de chegar a
superficie celular (MARCHETTI et al., 2002; ARAIBI et al., 2006). A retencédo do
MHC | na cisterna do Golgi é o resultado de pelo menos dois eventos. Em primeiro
lugar, a alcalinizacdo induzida por E5 do aparelho de Golgi e, em segundo lugar, por
uma interacao fisica direta entre E5 e HC do MHC | (ARAIBI et al., 2006). A inibicao
da expressdo do MHC | 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 linfocitos e células apresentadoras de
antigenos (APC). Embora estas proteinas virais sejam imunogénicas quando
administradas como vacinas (TINDLE, 1996), os antigenos virais ndo séo
eficientemente apresentados ao sistema imune, nem eles devem ser expressos em
niveis detectaveis para o sistema imune durante a infeccdo natural. Isso acarretaré
uma ativacéo fraca das células T, resultando em uma ignorancia imunoldgica e/ou
toleréncia as células. A auséncia das moléculas de MHC | na superficie das células
epiteliais previne a apresentacdo 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 infeccdo (O'BRIEN & CAMPO,
2002).

Proteinas enddgenas, incluindo as proteinas virais, podem também, entrar na
rota do MHC classe Il e serem apresentadas pelo APC para os linfécitos T CD4
(AICHINGER et al., 1997). Como ES5 inibe o trafego das proteinas dos endossomos
precoces para o tardio (THOMSEN et al., 2000) e a acidificagdo dos endossomos
(STRAIGHT et al., 1995), a expressao de E5 pode também afetar a apresentagéo do
antigeno pelo MHC Il pela rota do endossomo.

Mediadores inflamatorios séo liberados como resultado de um dano ao tecido
produzido por algum patégeno, por exemplo, podendo assim, ativar as APCs, como
as células dendriticas (células de Langerhans (LC) na pele), permitindo que estas
células possam eficientemente processar e apresentar os antigenos estranhos para
as CTL. Como o ciclo de infeccdo dos PV é nao-litico e, portanto ndo provoca

nenhum sinal pro-inflamatorio que ative células dendriticas (DC) e induza sua
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migracdo para o local da infeccdo. A natureza ndo-litica da infeccdo por
papilomavirus limita a produc¢é@o de antigenos que sdo processados e apresentados
ao sistema imune adaptativo (O'BRIEN & CAMPO, 2002; KANODIA et al., 2007).

3.2 L2 como Estratégia Profilatica para Papilomatose Bovina

Apesar de existirem no mercado alguns tratamentos a disposi¢do, a grande
maioria revelou-se insatisfatéria quando testada a campo, o que leva o produtor a
descartar, precocemente, animais de alto valor zootécnico, justificando plenamente a
busca de novos protocolos de tratamento. Na verdade a doenca estad amplamente
difundida nos rebanhos bovinos brasileiros e o0 niumero de casos que realmente
ocorre € muito mais elevado, do que o descrito na literatura. Com isso, 0
desenvolvimento de vacinas para prevenir infecgdes pelo PV tem se tornado uma
questdo fundamental. Particularmente para o BPV, a produgcdo de uma vacina
eficiente, segura e de baixo custo pode conduzir a uma grande reducé&o nas taxas de
incidéncia e mortalidade dos animais acometidos pela infec¢do desse virus.

Nesse sentido, a proteina L2 vem sendo considerada uma forte candidata
para vacinas de DNA contra papilomavirus. As proteinas recombinantes para 0 uso
terapéutico produzidas em células de mamiferos representam 60% do mercado de
biofarmacos licenciados nos Estados Unidos e Europa (WALSH, 2003). Dentre as
proteinas recombinantes, temos fatores plasméticos sanguineos, anticoagulantes,
horménios, fatores de crescimento, vacinas, anticorpos monoclonais entre outros
produtos.

Segundo Campo, 1997, a proteina L2 além de ter fungdo estrutural,
provavelmente, L2, promove a ligagc&o do virus a receptores celulares, e participa de
vérias etapas durante a entrada do virus em células hospedeiras (BUCK et al,
2008). Apesar de L2 ndo ser necessario para a montagem do capsideo, ela pode
auxiliar na formagéo do capsideo através da ligacdo com capsémeros de moléculas
vizinhas, ou através da interagcdo de um pentdmero de L1, ou por ambos os
mecanismos (PEREIRA et al., 2009).

A proteina L2 possui regibes mais conservadas entre os diferentes gendtipos
de papilomavirus humano. Estudos de imunizacdo em modelo animal com a

proteina L2 de HPV-16 demonstram neutralizacdo cruzada com os HPV’s dos tipos



20

6 e 18 (RODEN et al., 2000). Um estudo clinico no qual humanos foram imunizados
com o peptideo de apenas 13 amino&cidos da proteina L2 de HPV-16 demonstrou
neutralizacdo cruzada com HPV-52 (KAWANA et al.,, 2003). Kondo et al., 2007,
demonstraram que anticorpos neutralizantes contra peptideos de L2 de HPV-16
foram capazes de neutralizar HPVs dos tipos 18, 31 e 58 em animais imunizados.

Anticorpos neutralizantes contra papilomavirus sao altamente tipo-especificos
(RODEN et al., 1996). A neutralizacdo do capsideo viral pode ocorrer de dois modos
distintos: alguns anticorpos bloqueiam a ligacdo a célula, provavelmente por
interferéncia estérica com o sitio do receptor (RODEN et al., 1994); outros anticorpos
inibem provavelmente a descapsidagédo e consequentemente, a liberagdo do DNA
viral no nucleo (BOOY et al., 1998).

Embora os epitopos de neutralizagdo imunodominantes estejam localizados
na proteina L1, a proteina L2 por sua vez, é importante para o encapsidamento do
genoma viral (RODEN et al., 1996), pois durante a morfogénese o virion liga-se ao
DNA favorecendo seu encapsidamento. L2 € uma proteina menor do capsideo viral
(figura 8), mas é extremamente necesséaria para infeccdo pelo papilomavirus,
possivelmente por ser responsavel pela ligagdo a um receptor secundario viral,
facilitando a saida do endossomo e entrega do genoma viral para dominios
apropriados dentro do nucleo (KARANAM et al, 2009).
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Figura 8. (A) Capsideo icosaédrico do Papilomavirus bovino tipo 1, 72 capsémeros, cada
um contendo cinco moléculas de L1 e mais uma molécula de L2. Visualiza-se 60
capsbmeros (hexavalentes e pentavalentes), no centro da imagem capsémero pentavalente.
L2 com maior densidade encontra-se no centro dos capsémeros. (B) Virion de BPV1 (azul)
associados a anticorpos monoclonais neutralizantes (verde e vermelho), (KARANAM et al,
2009). (C) mostram L2 sozinho (vermelho) (BUCK et al 2008). (D) Predicdo da estrutura de
L2 encaixada com L1 (LOWE et al., 2008).

O gene L2 possui 469 aminoacidos (aa). Os primeiros 60 aa de L2 ficam
dentro do capsidio formado por L1 e ligam-se ao DNA viral, a sequéncia de 61 a 123
aa esta exposta na superficie do virus, alguns dominios de L2 estdo expostos para
possibilitar o reconhecimento imunoldgico por epitopos especificos, e a por¢do C-
terminal localiza-se internamente. Em BPV a regido de L2 exposta também seria
capaz de interagir com os receptores celulares para facilitar a absor¢édo de virions
(LIU et al., 1999; LOWE, 2008). Segundo Lowe et al., 2008, ha 44 aminoacidos
carboxi-terninal que facilitam a ligagdo de L2 com L1, esses 44 amino4cidos contem
residuos importantes com prolinas conservadas. As histonas celulares condensam
0 genoma viral composto de DNA circular dupla fita em um minicromossomo, (figura
9) (FRAZER, 1996; HAN et al., 1999; NICHOLLS & STANLEY, 2000; LOWE et al,
2008; MUNGER & HOWLEY, 2002).
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Figura 9. llustracdo da estrutura do capsideo viral. A proteina L2 ligada ao DNA viral e
atravessando o capsideo; os mondémeros da proteina L1 organizados em pentameros
formando o capsideo; o DNA dupla fita circular condensado por histonas (TRUS, et al.
1997).

Segundo Karanam 2009, estudos em modelos animais mostraram que L2 de
BPV é um antigeno promissor para vacinagao profilatica, experimentos pioneiros em
vacas e coelhos com polipeptideos de L2 sem conter a regido C-terminal mostrou-se
eficiente contra papilomatose na pele e mucosa, nesse mesmo estudo sugeriu-se
que polipetideos contendo a regido N-terminal conservada possibilita reacéo
imunolégica cruzada para HPV, o mesmo foi confirmado por Cambelas 2010,
sugerindo que imunizagcdo com L2 induz a produgcdo de anticorpos neutralizantes
conferindo protecdo cruzada mais ampla do que imunizacdo com VLP de L1.
Pesquisa clinica e pré-clinica tem confirmado que vacinas com L2 induzem um
amplo espectro de anticorpos neutralizantes cruzado, mesmo possuindo proteina e
polipeptideos de L2 menos imunogénicos que VLP com L1, sugerindo que novas
pesquisas com L2 devem continuar sendo feitas.

Recentemente, foi possivel sintetizar VLPs (virus-like particles — particulas
semelhantes a virus) consistindo de L1/L2 e de uma das proteinas precoces que se
dispde internamente a estrutura do capsideo viral. Essas particulas passaram a ser
chamadas de VLP quiméricas, constituindo-se em um antigeno vacinal muito
atraente, ja que poderia ser utilizado tanto na profilaxia quanto no tratamento das
lesbes associadas ao HPV, (GISSMANN et al., 2002).

Conforme seu potencial, a proteina L2 é uma das mais fortes candidatas a
aplicacao de vacinas profilaticas contra a papilomatose precisamente por oferecer
protecdo cruzada contra diferentes tipos de PVs (KIRNBAUER et al., 1992).
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3.3 Vacina de DNA como Estratégia de Imunizacgéo

A vacinagcdo é o método mais eficiente e efetivo no controle de doengas
infecciosas. Apesar dos grandes beneficios das vacinas existentes, h& ainda muitas
doengcas para as quais ndo existem vacinas. Recentemente tem ocorrido o
ressurgimento de véarias doencas, principalmente nos paises em desenvolvimento.

Na dUltima década, o grande avanco da biologia molecular permitiu a
introducdo de novas estratégias para a obtencdo e a producéo de antigenos, assim
como, foram otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses
antigenos para as células do sistema imune. No entanto, a pesquisa de vacinas para
o papilomavirus é dificultada pela sua incapacidade de replicagdo in vitro em
culturas celulares e pela sua dificuldade de adaptagdo em culturas de tecidos.

Abordagens terapéuticas baseadas na utilizacdo de peptideos e proteinas
tém atraido a atencdo de grupos de pesquisa e a indastria farmacéutica. As
proteinas recombinantes de interesse terapéutico vém ganhando cada vez mais
espaco na economia e atualmente j& movimentam um mercado anual de cerca de
50 a 60 bilhdes de ddlares em todo mundo (SCHIMIDT, 2004).

O mercado de producdo de biofarmacos pode ser dividido em dois
segmentos: proteinas que ndo sdo poés-traducionalmente modificadas e as que
necessitam de tais modificagbes (especialmente N-glicosilagédo) para terem atividade
biologica. As proteinas ndo-glicosiladas normalmente s8o expressas em bactérias
ou leveduras e atualmente representam cerca de 40% do mercado (WALSH, 2003).

Bactérias gram-negativas, como por exemplo, Escherichia coli, apresentam
vérias vantagens na expressdo heteréloga: a capacidade de produgdo em grande
quantidade, grande capacidade replicativa, simplicadas condi¢cbes de cultivo e
fermentacéo, facil manipulacdo genética e maior facilidade na conversdo de
bioprocessos para larga escala, técnicas de transformac@o com DNA exdgeno que,
além de muito bem estabelecidas, requerem quantidades minimas de DNA (VERMA
et al, 1998). Contudo, devido sua natureza procaritica, 0 sistema apresenta
limitagbes no processo de modificagdo poés-traducional, limitando o uso dessa
tecnologia. Além disso, ha problemas de enovelamento tanto na expressdo de

proteinas como corpos de inclusdo, quanto de proteinas secretadas para o espaco
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perisplasméatico, havendo também problemas de degradacdo do produto
recombinante (ARBABI-GHAHROUDI et al., 2005).

Outro sistema de expressdo bastante utilizado séo as leveduras, contando
com uma magquinaria celular mais complexa para expressdo de proteinas que
necessitam de modificacdo pds-traducionais. O uso de leveduras também tem como
vantagem a simplicidade no cultivo e nos processos de fermentacdo quando
comparados a células animais (GEMGROSS, 2004). Duas espécies que ja estao
bem estabelecidas para a producdo industrial sdo Saccharomyces cerevisiae e
Pichia pastoris. Enquanto S. cerevisiae € um dos organismos eucariéticos com
melhor caracterizacdo genética e prevalece entre as espécies de leveduras
utilizadas na industria farmacéutica (WALSH, 2003), a levedura metilotréfica P.
pastoris € atualmente a espécie de levedura mais utilizada para expressao
heter6loga de uma forma em geral, gracas a alta eficiéncia dos seus sistemas de
expressdo e secre¢cdo (SCHMIDT, 2004), tendo, por exemplo, uma producédo de
10g/L de albumina sérica humana (KOBAYASHI et al.,, 2000), enquanto em S.
cerevisiae a producéo € de 150 mg/L (SLEEP et al., 1991).

Entre os sistemas de expressdo utilizando células animais, as células de
insetos transformadas via baculovirus tem alcancado uma popularidade comparéavel
a que P. pastoris representa entre as leveduras. Isso porque essas células sdo
consideradas mais resistente ao estresse metabdlico, além de serem mais
produtivas que células de mamiferos, sendo empregadas para producdes em larga
escala de proteinas recombinantes (GEORGE et al., 1997). Contudo, os sistemas
utilizando células de inseto apresentam algumas limitacdes devido a infec¢cao pelo
baculovirus, sendo repostados problemas de secrecdo e dobramento correto de
proteinas (McCAROLL & KING, 1997) e problemas de degradacdo devido a
proteases expressas, além de diferencas nos padrdes de glicosilacdo e problemas
na adi¢do de &cido sialico a proteina heterdloga (IKONOMOU et al., 2003).

A vacina de DNA foi descrita em 1990, quando o plasmidio contendo um gene
reporter que codifica a B-galactosidase expressou a proteina apés a inocula¢do
direta no muasculo de camundongos (WOLFF et al.,, 1990). Este estudo avaliou
fatores que determinam a eficiéncia da transferéncia do gene e da imunogenicidade
conferida pela inoculagdo do plasmidio. Posteriormente, a inoculagdo 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
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sobre o mecanismo imunoldgico induzido por este tipo de vacina despertou interesse
da comunidade cientifica.

Diversos trabalhos tém demonstrado a indugdo 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., 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 utilizacdo da vacinagao por
DNA na terapia contra tumores gerou resultados satisfatérios (LIU et al., 2004) e,
recentemente, resultou no controle de crescimento de melanoma em estagio
avancado (LIAO et al., 2006).

As vacinas de DNA sé&o vetores de expressdo eucarioticos (plasmideo) que
utilizam sinais de transcricdo e as organelas das células eucaritticas transfectadas
para expressdo in situ do antigeno. Estas vacinas codificam os genes de uma
porcdo antigénica de um virus, normalmente sob controle de um promotor viral
(HOBSON et al., 2003; ESTCOURT et al., 2004). Alguns plasmideos possuem CpG
ndo metilados que podem atuar como adjuvantes (TUDOR et al., 2005). As vacinas
de DNA sdo caracterizadas pela baixa expressdo de antigeno, apesar de
prolongada, capazes de estimular a resposta de células T e B antigeno especifica
(MOR, 1998; HOWARTH et al.,, 2004). A acédo adjuvante e a imunogenicidade de
vacinas de DNA tem sido descrita ser dependente da proteina quinase TANK | (TBK
[) (ISHII et al., 2008). A sinalizacdo via TBKI pela vacina de DNA é essencial para
resposta de IFN tipo | e necesséria para inducdo de células T e B antigeno-
especificas.

Os plasmideos usados como vacina de DNA devem conter os seguintes
elementos essenciais: um promotor eucariético, como o derivado do citomegalovirus
(CMV), o gene de interesse, gene de resisténcia a antibioticos, sitios de clonagem,
uma origem de replicagdo que permita crescimento em bactéria e incorporacédo das
sequéncias de poliadenilagdo, que séo capazes de estabilizar os transcritos de RNA
mensageiro e sdo importantes para a translocacdo deste RNA do nudcleo para o
citoplasma (DONNELLY e ULMER, 1999). Para a maioria das vacinas de DNA, o

promotor CMV é a escolha mais comum porque apresenta niveis altos de expressao



26

constitutiva em uma extensiva gama de células de mamiferos (KUTZLER &
WEINER, 2008).

Recentemente surgiram as vacinas génicas, nas quais plasmideos de DNA
atuam como vetores direcionando genes ou fragmentos génicos codificadores de
antigenos imunodominantes do patdégeno a célula alvo e estimulando tanto resposta
humoral quanto celular (LOZES et al., 1997); GURUNATHAN et al., 2000; BRITTON
& PALENDIRA et al., 2000). Estudos demonstraram que a qualidade de antigeno
produzido in vivo ap6s vacinagdo com DNA varia de picogramas a nanogramas
(GURUNATHAN et al.,, 2000). No entanto, apesar da pequena quantidade de
proteina sintetizada o DNA é capaz de induzir eficiente resposta imune. I1sso ocorre
devido ao fato do proprio DNA apresentar sequéncias CpG espécie-especificas
(KRIEG, 1996).

Na imunizacdo com vacinas génicas ocorre a transfeccdo das células e
traducdo protéica, seguida da sua secrecdo ou processamento intracelular
antigénico. A tradugdo da proteina é realizada utilizando as organelas da prépria
célula que foi transfectada. A proteina € degradada no citoplasma por proteases no
proteassoma e 0s peptideos gerados s&o transportados atraves do reticulo
endoplasmético (RE) pelos transportadores associados ao processamento do
antigeno (TAP). Em seguida estes peptideos s@o associados, principalmente, as
moléculas de classe | do Complexo Principal de histocompatibilidade (MHC — major
histocompability complex) e transportados a superficie celular através do complexo
de Golgi para apresentacdo as células T CD8" ou, em menor grau, apresentados
para células T CD4" associadas a moléculas de classe Il por apresentacdo cruzada
(HOWARTH et al.,, 2004; STEVENSON, 2004). As proteinas derivadas da vacina
génica podem também ser secretadas, endocitadas e posteriormente degradadas no
endossoma por proteases. Em paralelo, as moléculas de classe Il do MHC que séo
sintetizadas no RE estdo ligadas a cadeia invariavel que bloqueia a unido com
proteinas enddgenas presentes no limen do RE. As moléculas de classe Il do MHC
sdo direcionadas para o endossomas acidificados contendo os peptideos
antigénicos derivados da clivagem da proteina exdgena. Neste local, a cadeia
invaridvel é clivada, ocorre a ligagdo dos peptideos antigénicos as moléculas de
classe Il do MHC e, entdo estas vesiculas sdo direcionadas para a superficie celular
e 0os complexos antigeno- molécula de MHC de classe Il sdo apresentado as células
T CD4".
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A transfeccdo com o plasmideo pode ocorrer em diferentes tipos celulares: 1)
células somaticas que produzem e expressam os antigenos codificados pelo gene
presente no plasmideo, mas como ndo expressam moléculas coestimulatorias,
atuam gerando antigenos que serdo endocitados por células apresentadoras de
antigenos (APCs) profissionais; 2)DCs imaturas podem ser transfectadas
diretamente e, apds maturacédo, podem ativar linfécitos T CD4", linfocitos T CD8" e
linfocitos B; 3) DCs imaturas podem adquirir o antigeno indiretamente apds a
fagocitose de células somaticas tranfectadas em apoptose e apresentar o antigeno
para linfocitos T CD4" e CD8"; 4) DCs imaturas e linfocitos B, que ap6s endocitose
de antigenos sollveis secretados podem apresentd-los aos linfocitos T CD4" e
CD8". Alem disto, quando as vacinas sdo incorporadas pelas APCs, os antigenos
também podem ser apresentados de modo cruzado, ou seja, apresentacdo de
antigenos endégenos no complexo de moléculas de classe Il do MHC para linfGcitos
T CD4" (STEVENSON et al., 2004; GIRI et al., 2004; GARMORY et al., 2005).

As vacinas de DNA sd&o, portanto, capazes de induzir ambos os tipos de
imunidade protetora, humoral e celular, com a estimulacdo de linfécitos T CD4+e T
CD8+, sem alguns dos possiveis riscos associados as vacinas com organismos
vivos (DUNHAM, 2002; HENKE, 2002) (figura 10). Apds o processamento e
apresentacdo de antigenos pelas APCs, séo produzidas citocinas, como a IL-12, que
estimula a diferenciac@o das células T virgens em Thl efetoras (SIN et al., 1999).
Por sua vez, as células Thl 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 expressdo de moléculas de MHC classe Il pelas células apresentadoras
de antigenos, facilitando a apresentacéo do antigeno e a ativagdo da célula T.

A imunizagdo com plasmideos que codificam epitopos de classe | do MHC
geralmente induz baixa resposta CTL e somente as construcbes com epitopos
classe Il do MHC podem melhorar a amplitude da resposta CTL. Os linfocitos Th séo
cruciais para o desenvolvimento de uma resposta imune celular eficiente e
persistente com geragdo de resposta CTL de memodria e produgdo de anticorpos
(VATAKIS et al, 2005). Evidéncias em camundongos adultos imunizados com
vacinas que expressam epitopos de classe | da gp120 do HIV e epitopos de classe |
da ovalbumina mostram que quando ndo héa direcionamento para as moléculas de
classe Il do MHC por baixa afinidade aos epitopos de classe Il resultam em uma
deficiente resposta CTL a gpl20 (VATAKIS et al.,, 2005). Além do mais, 0s
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camundongos imunizados com plasmideos que codifica epitopos de baixa afinidade
de classe Il desenvolvem menor numero de células T CD4+ e CD8+ secretoras de
IFN-y. Por isso, as vacinas génicas que possibilitam o direcionamento de antigenos
as moléculas de classe Il do MHC séo vitais para a ativacdo de linfocito Th, com
consequente expansdao clonal de células B antigeno especificas, mudanca de classe
de anticorpos, geracdo de células T de memdria, aumento da expressédo de sinais

coestimulatérios e producéo de citocinas.
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Figura 10. Inducdo da imunidade humoral e celular pela vacina de DNA. O plasmideo entra
no nucleo dos miécitos ou APC, utiliza a maquinaria celular para transcricdo do gene
seguida da expressdo da proteina no citoplasma e consequentemente a formacao dos
antigenos protéicos. APC apresenta o antigeno através do MHC | pela transfecgao direta (2)
ou através da fagocitose de corpos apoptoticos de células transfectadas (3). APCs também
exibem o antigeno pelo MHC Il quando endocitam o antigeno exdégeno (4) liberados pelas
células transfectadas. APC 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 linfécito T (TCR). Esta interagédo prové os sinais secundarios para iniciar uma
resposta imune, ativar e ampliar as células T ou, alternativamente, ativar as células B e
cascata de producéo de anticorpo (KUTZLER & WEINER, 2008).
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As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando comparadas as
vacinas classicas, em termos econémicos e técnicos. O tempo para a producao da
vacina de DNA é rapido, o custo de producédo em larga escala € consideravelmente
menor ao custo de producdo das vacinas compostas de fracdo subcelular, proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos (WHALEN, 1996, ROBISON, 1997). Trata-se
de uma vacina altamente reproduzivel e tanto a produgé&o quanto o isolamento pode
ser realizado em larga-escala, otimizando o tempo de producéo e custo. Pequenas
doses séo efetivas em modelos animais, os vetores plasmidiais sdo simples de
manipular e pode ser testado rapidamente. O controle de qualidade € mais facil, a
comercializagcdo ndo necessita de uma rede de refrigeracdo, pois estas vacinas sao
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 imunizacbes em regibes de dificil acesso, 0 que seria
interessante para a realidade brasileira e de outros paises em desenvolvimento
(AZEVEDO et al., 1999, GLENTING & WESSLES, 2005).

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) é contra-indicada
(WHALEN, 1996). Em criancas e idosos, cujo sistema imunolégico se apresenta
imaturo ou deficiente, a avaliagdo da vacina de DNA ndo apresentou 0S riscos
proporcionados pelas vacinas vivas atenuadas (SIEGRIST, 1997).

A imunidade adquirida pela vacina de DNA persiste por longo periodo de
tempo devido a constante produgéo enddgena do antigeno pela célula hospedeira e
a capacidade destes antigenos estimularem linfécitos de memoria imunolégica
(SNADEEP et al, 1996). O sucesso da imunizagdo com DNA depende,
principalmente, da natureza dos antigenos, da frequéncia e via de administracdo, da
concentracdo de DNA administrada, da localizacdo 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 integragao
do plasmidio ao genoma hospedeiro, gerando mutagénese pela ativacdo de
protoncogenes ou pela inativacdo de genes supressores de tumor, estdo sendo

avaliados. Estudos tém mostrado baixa probabilidade de ocorrer integracdo do
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plasmidio. Trés diferentes vacinas de DNA contendo genes virais foram avaliadas
em camundongos, e se a integracdo tivesse ocorrido, a frequéncia seria de oito
integracdes do DNA por células diploides. Isto seria trés vezes abaixo da frequéncia
de mutacdo espontdnea. Contudo, ensaios de integracdo sdo necessérios para
todos os DNA plasmidiais que serdo usados em vacinas para uso clinico. Outros
riscos incluem a inducao de tolerancia, devido a apresentagcédo do antigeno em longo
prazo, ou reacdes auto-imunes devido a inducdo de anticorpos anti-DNA. Os niveis
destes anticorpos tém aumentado de 20-30% em seres humanos, mas nao induzem
qualguer doenca com os titulos apresentados, ao contrario do aumento de 100-1000
vezes detectado em pacientes com doengas autoimunes (HENKE, 2002).

A busca por alternativas para vacinas de DNA levou Preis e Langer a estudar
mecanismos diferentes de administracdo de farmacos, a administracdo da vacina de
DNA pode ser ocorrer por inoculagdo direta do plasmidio pelas vias intratraqueal,
intravenosa, intrabursal, intraorbital, intradérmica, intramuscular, oral, subcutanea e
via mucosa demonstraram sucesso na indugéo da resposta imune em todas as vias
testadas (FYNAN et al., 1993; ULMER et al., 1997; 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, localizacdo pela qual, a maioria do DNA é
rapidamente degradada pelas nucleases (LEVY et al., 1996). Diferentemente, o
sistema 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
gene gun 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 gene gun utilizado para vacinas de DNA foi avaliado em bovinos,
equinos, suinos, caninos e em aves (FYAN et al., 1993; MACKLIN et al., 1998;
VANROMPAY et al., 1999). Em galinhas, o gene gun foi o sistema mais eficiente
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para a liberagédo da vacina de DNA para influenza (FYNAN et al., 1993). Em perus, a
combinagéo das vias intramuscular e intranasal induziu equivalente protecéo contra
a Clamydia psittaci comparada a liberacdo obtida pelo gene gun (VANROMPAY et
al.,, 1999). Por outro lado, em suinos as imuniza¢des pela via intramuscular da
vacina de DNA contra peste suina classica induziram mais altos titulos de anticorpos
do que pelo sistema gene gun (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¢cao as particulas, a espécie animal e o patégeno.

Outros métodos de entrega de DNA as células sdo: sonoporagcdo e
eletroporacdo, que criam poros transitorios na membrana para que grande
moléculas de DNA possam ter acesso ao interior das células, assim como a
biobalistica e a microinjecdo, que liberam os plasmideos no citoplasma. A
eletroporacgéo pode ser utilizada em tecidos humanos e sua aplicagéo, independente
do local, favorece transfeccéo eficiente em uma variedade de células, inclusive APC.
Além disso, como um mecanismo adicional, um dano moderado ao tecido, induzido
pela eletroporacédo, poderia provocar um fluxo de APC, sinais de perigo e aumento
na liberagdo de antigenos pelas células lesadas, aumentando a apresentacdo dos
antigenos (PRUD"HOMME, 2005).

Tabela 01: Resumo das diferentes vias de administragdo para vacinas de DNA

Método Vantagens Desvantagens

Alta taxa de transfecgéo;

evita a degradacédo | SO ex vivo; potencial para

citoplasmatica e | uso em terapia génica da
Microinjegéo direta lisossomal do material | inhagem germinativa
injetado; técnica muito | apresenta problemas

trabalhosa; requer células | técnicos e éticos

muito bem isoladas

SO ex vivo; muita morte
. . celular torna 0
Eletroporacao Alta taxa de transfeccao _
procedimento pouco

eficiente
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Método Vantagens Desvantagens

o Baixa porcentagem de
Simplicidade; 2-19 Kb

oL ) podem  ser facilmente ) L
Injecdo de plasmideo _ ) transgen ap0s a injecao;
transferidos para muasculo;

fibras expressam o]

] o uso restrito a pele, timo e
uso em vacinagao génica ) _
musculo estriado

Alta taxa de transfeccdo; | Expressao transitoria;
o o entrega de doses | leséo celular consideravel
Injecéo balistica de DNA _ N
precisas; uso em|no centro da regido
vacinagao génica atingida pelo disparo

Fonte: DANI, 2000.

Em alguns casos, a vacina de DNA tem falhado na produgdo mensuravel de
anticorpos, mesmo quando o hospedeiro estd protegido, sugerindo que a maior
estratégia utilizada é a resposta imune celular (SEO et al., 1997; KODIHALLI et al.,
2000).

Algumas altera¢des nos vetores tém sido realizadas para melhorar a poténcia
da vacina, como modificagcdes para aumentar a eficiéncia do promotor, utilizacdo de
sequéncia lider alternativa e otimizagdo de cédons. Sabe-se que para melhorar a
eficiéncia da vacina de DNA é preciso aumentar a expressao do antigeno dentro da
célula do mamifero (KO et al., 2005). Outra maneira para potencializar a resposta
gerada pelas vacinas de DNA as proteinas virais € a inclusdo de adjuvantes
genéticos como citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimulatorias (SASAKI et al.,
2003). A imunizagdo de camundongos com a vacina de DNA contendo o gene de
interleucinas (GM-CSF, TNF-a e TNF-f) associada as por¢cfes genéticas do HIV-1
pode aumentar a producdo de anticorpos especificos e a resposta Th e citotoxica
(KIM et al., 2000). Desta maneira, a conjugacao de peptideos virais a genes que
estimulam a resposta imune ou direcionem a resposta celular para uma resposta
adequada e eficiente tem aperfeicoado a imunogenicidade das vacinas genéticas. O
uso de adjuvantes contendo motivos CpG tem sido uma opgéo para estimular
resposta Thl em diferentes modelos experimentais.

A imunizacdo com vacina de DNA contendo genes do virus influenza (BOT et
al., 1998; ULMER et al., 1998), virus do sarampo e virus Sendai (MARTINEZ et al.,
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1997), virus da leucemia murina (SARZOTTI et al,, 1996) e virus da hepatite C
(YOUN et al., 2003) mostrou-se eficaz em estabelecer a resposta imune antiviral em
alguns modelos murinos. Em humanos, as vacinas de DNA nao séo tao eficazes,
quando administradas como nacked DNA pelas vias intramuscular ou intradérmica,
entretanto tem mostrado resultados promissores quando combinados com outras
formas de vacina, como os vetores virais (LU et al., 2008).

Os modelos animais sdo importantes para o estudo da interagdo 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 infecgdes com papilomavirus no estagio 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 vacinacdo contra o papilomavirus é 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.

A saude do rebanho nacional é fundamental para garantir bom desempenho
da cadeia produtiva e desenvolvimento da pecuéria brasileira, além da importancia
para a preservacdo da saude publica, por isso, uma estratégia vacinal baseada na
imunizacdo genética utilizando L2 dirigida para a prevencdo do sarcéide equino e da
papilomatose cutinea e cancer de bexiga em bovinos, causados pelo BPV 1, é
muito importante. Além da importancia econémica do controle da infec¢do por BPV
no contexto da pecuéria nacional, este sistema também constitui um bom modelo
para o estudo de estratégias vacinais profilaticas aplicadas a infeccdo pelo HPV em

humanos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amplificagdo do gene L2

O gene L2 foi amplificado por meio da técnica da reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir do genoma completo do BPV 1 clonado no vetor pAT153,
com o uso de oligonucleotideos especificos (tabela 02). Os primers foram
desenhados de forma a amplificar o gene L2 com 1,4kb, nesses oligonucleotideos
foram adicionados sitios Xhol e Xbal, que flanqueiam o gene, de forma a facilitar a
clonagem no vetor de expresséo, a sequéncia Kosak no primer forward importante
para a traducdo da proteina em eucariotos, o epitopo AUl e cauda de histidina

foram adicionados para deteccdo imunoldgica.

Tabela 02: Sequéncia dos primers para amplificagdo do fragmento L2.

Primer Sequéncia5 -3’

Forward | 5" CTCGAGRCCATGGACACCTATATAAGTGCACGAAA 3’

Reverse | 5" ATATCTAGATTAATGATGATGATGATGATGGGCATGTTTCCG 3’

Para a reacgdo, foi utilizada a polimerase de alta fidelidade, Tag DNA
Polymerase High Fidelity (GE Healthcare), com temperatura de anelamento de 58°C,

seguindo as concentragdes seguidas na tabela 03.

Tabela 03: Reagdo de PCR com os primers especificos

REAGENTE [INICIAL] [ [FINAL] [ VOLUME (uL)
DNA - - 3
Tampao 10X 1X 5
MgSO, 50mM 1ImM 1
dNTP 10mM 0,2mM 1
Primer Fe R 10uM 0,4uM 2
Taq DNA Polymerase High Fidelity s5U/ul 1U/ul 0,25
Agua - - 35,75
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O programa usado no termociclador constituiu-se das seguintes etapas:
desnaturacgéao inicial a 95°C por 1’; 30 ciclos de 94°C por 30", 58°C por 30" e 72°C

por 1’ com extensao final a 72°C por 5'.

4.2 Clonagem do Gene L2 no Vetor de Expresséao pCI-Neo

O gene L2 foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®) e posteriormente ligado ao vetor aberto pGEM-T Easy (Promega®) com
0 uso da T4 ligase (Promega®), ap6s incubacéo de 16 horas em temperatura de 4°C,
o produto da ligacdo é usado como agente transformante de células de Escherichia
coli linhagem DH10a, previamente tratadas pelo sistema de cloreto de calcio
(SAMBROOK et al., 1989).
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Figura 11. Mapa do vetor circular pGEM-T Easy (Promega®)
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Para a transformacé&o, 10ng de DNA e 100pl das células competentes foram
incubados no gelo por 30min com posterior choque térmico a 42°C por 2 min. Apés 5
min no gelo foi acrescentado 800 pl de LB para recuperacgao das células por 1 hora a
37°C. Para o plagqueamento, as células foram centrifugadas por 10 min a 1200 rpm,
descartando-se 600ul e homogeneizando-se o pellet obtido nos 200ul. Placas com
LB e ampicilina (50ug/ml) foram semeadas com 200ul das células e deixadas a

37°C, por 16 horas para crescimento dos transformantes.
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Os recombinantes foram analisados quanto a presenca da constru¢cao pGEM-
L2B1, através de mini-extracdo plasmidial e digestdo com as enzimas Xhol e Notl
(Promega® quanto a presenca do inserto.

Para extracdo plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. Uma vez
reconhecidos os clones realizou-se um novo inéculo, desta vez, para mini extragcao
plasmidial para fins de subclonagem no vetor pCl-neo, utilizando o kit Invisorb Spin
Plasmid Mini two (Invitek®).

O gene L2 foi devidamente liberado do vetor pGEM ap0és a digestéo dupla de
16 horas a 37°C com as enzimas de restricdo Xhol e Notl (20U/ul, Promega®) e, em
seguida, purificado pelo uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®). Paralelamente, o vetor pCl-neo foi digerido com as enzimas para

possibilitar a posterior ligagéo com o inserto L2.
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Figura 12. Mapa do vetor circular pCl-neo (Promega®)

As concentracdes dos reagentes utilizados nas duas digestdes estéo
representadas na tabela 04. Os produtos purificados foram ligados com uso da
enzima T4 ligase (Promega®), apés incubacdo de 16 horas a 4°C, seguindo as

concentragdes descritas na tabela 05. Esta ligagéo gerou a construgéo pCl-L2B1.
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Tabela 04: Reacéo de digestdo do pGEM-L2B1 e pCl-neo

REAGENTE VOLUME REAGENTE VOLUME
pGEML2B1(100ng) 10 pl Vetor pCI-Neo (100ng/ pl) 10 pl
Enzima Xhol (20u/pl) 0,5 ul Enzima Xhol (20u/pl) 0,5 pl
Enzima Notl (20u/pl) 0,5 ul Enzima Notl (20u/pl) 0,5 pl
Tampéo (Buffer D) 2 ul Tampéo (Buffer D) 2yl
BSA 0,2 ul BSA 0,2 pl
H,O 6,8 ul H.O 6,8 pl
TOTAL 20 pl TOTAL 20 pl

Tabela 05: Reacéo de ligagao do vetor pCl-neo e fragmento L2

REAGENTE VOLUME
Vetor pCl-neo (50ng) 5yl
Fragmento L2(100ng) 1,5l
Enzima T4 ligase 10u/pL 1 ul
Tampao 10x 2 ul
Agua 10,5 pl
TOTAL 20 pl

Tabela 06: Reacgéo de digestao do pCI-L2B1

REAGENTE VOLUME
pCIL2B1 (100ng) 8 pl
Enzima Xhol (20u/pl) 0,5 pl
Enzima Notl (20u/pl) 0,5 pl
Tampéo (Buffer D) 2yl
BSA 0,2 ul
H,O 8,8 pl
TOTAL 20 l

O produto da ligagdo foi usado como agente transformante de células de

Escherichia coli linhagem DH5a, previamente tratadas segundo o protocolo de

preparo de células competentes. Apés o procedimento de transformacéo, ja descrito

em etapas anteriores, as células foram plaqueadas em meio soélido LB.
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A analise dos clones foi feita através de extragdo plasmidial utilizando o kit
Invisorb Spin Plasmid Mini two (Invitek®), digestdo com as respectivas enzimas de
restricdo (tabela 06), PCR e sequenciamento.

Para detecgéo do inserto, foi utilizado um primer forward que pareia no pCl-
neo e um primer reverse que pareia na porgdo interna do gene, gerando um
fragmento de 1400pb (Tabela 07). A andlise da orientacdo deste inserto também foi
feita através da PCR usando enzimas de restri¢cdo, originando dois fragmentos de
3,8 kb e 3kb respectivamente. As duas reacdes seguiram as concentragdes e

condi¢des descritas nas 08 e 09.

Tabela 07: Reagdo de PCR para os primers de detecgdo e orientagdo do

fragmento L2.

REAGENTE [INICIAL] | VOLUME (pL)
DNA - 1
Tampao 10X 2.5
MgSo4 50mM 0,5
dNTP 10mM 0,5
Primer F 10puM 1,5
Primer R 10puM 1,5
GoTaqg (Promega) 5U/ul 0,2
Agua - 12

O programa usado no termociclador constitui-se das seguintes etapas:
desnaturacgdo inicial a 94°C por 1’; 35 ciclos de 94°C por 20", 56°C por 40” e 72°C

por 30”; extenséao final a 72°C por 2.
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Tabela 08: Digestéo para verificar orientagéo do fragmento L2.

REAGENTE VOLUME
pCIL2B1 (100ng) 8 pl
Enzima EcoRlI (20u/pl) 0,5 pl
Enzima Kpnl (20u/pl) 0,5 ul
Tampao 2 ul
BSA 0,2 pl
H,O 8,8 pl
TOTAL 20 pl

Tabela 09: Sequéncia dos primers para detecgdo do fragmento L2.

Primer Sequéncia5 -3’
Forward pCl-Neo 5 TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’
Reverse Interno L2 5 CAGCTGGTTCTGCTTCATACA 3

4.3 Sequenciamento do Gene L2

A construgdo pCI-L2B1 foi submetida a reacdo de sequenciamento, a
quantidade de DNA enviada foi de 100ng, juntamente com cada oligonucleotideo
especifico, primers para o vetor pCl-neo, a uma concentragdo de 15pmol, como
descrito na tabela 10. Os primers pareiam nas regides que flanqueiam o gene de
interesse, permitindo a verificagdo da matriz de leitura do mesmo. As amostras
foram sequenciadas no Nucleo Integrado de Tecnologia (NIT) do CPgAM, utilizando
0 sequenciador automético de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®), de
acordo com os padrdes previamente estabelecidos nesta unidade. As sequéncias

resultantes foram analisadas pelo programa Clustal IX.
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Tabela 10: Sequéncia dos primers para sequenciamento do plasmideo

pCIL2BL1.
Primer Sequénciab -3
Forward pCl-Neo 5 TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’
Reverse pCI-Neo 5 GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3

4.4 Transfecgéo da Construcgao pCIl-L2B1

4.4.1 Cultivo e Transfecg¢do In Vitro de células HEK 293

Células eucaridticas HEK 293 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.
ApoOs as células atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%, foram
transfectadas em placa de cultura de 6 pogos com 4pg do vetor pCIL2B1 em 6x10°
células/mL de HEK 293 e 16ul do Polyfect Transfection Reagent (Qiagen®), de
acordo com as instrugdes sugeridas pelo fabricante. Em seguida foi acrescido meio
DMEM completo para a manutengéo celular e incubado por 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 transfeccdo o gene repérter da 3-galactosidase.

4.4.1.1 Avaliagdo da eficiéncia de expressdo utilizando o gene
reporter B-galactosidade

As células transfectadas com o plasmideo contendo o gene reporter da f-
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. Apos 48 horas da transfeccdo, as células 293 foram submetidas a reacéo
de coloracao 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 solugéo

0.2% glutaraldeido por 5 minutos. Nova lavagem com 1X PBS foi realizada, e em
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seguida, as células fixadas foram incubadas em um volume final de 1ml de uma
solugdo 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
coloragéo pela atividade de 3-gal. A incubagéo foi de 2 horas a 37°C/5% de CO..
Alguns testes foram feitos para testar a eficiéncia e toxicidade do reagente de
transfeccdo (Polyfect Transfection Reagent - Qiagen). Foram divididos em dois
grupos de acordo com a proporcao do reagente de transfecgédo e DNA. Na primeira
situacdo, tivemos a adicdo 32ul do reagente, 4ug de DNA e 3,5x10° de células 293,
e na outra situagao, foi adicionada a quantidade total indicada pelo fabricante, 16ul

do reagente de transfeccao, 4ug de DNA e 6,0x10° de células.

4.5 Anélise da Expresséo da Proteina L2

4.5.1 Extrac&o de RNA total das células 293 transfectadas

As células foram cultivadas em placa de 6 pogos e transfectadas nas
condigdes ja descritas. Dois pogos continham o controle negativo da transfeccéo
(apenas com as células 293), outros dois o vetor vazio pCl-neo e mais dois, 0
pCIL2B1. As duas primeiras situa¢gdes foram utilizadas como controle negativo. Apés
48 horas da transfec¢gdo, o meio DMEM foi retirado e as células lavadas 1X com 1ml
de PBS estéril. Em seguida, foi acrescentado 500ul de tripsina e incubado por 30
segundos a 37°C. Para inativagdo da tripsina foi acrescentado 1ml de meio DMEM
completo e o volume referente aos dois pogos de cada situagéo 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 extracdo foi realizada de acordo com as instrugdes do RNeasy Mini kit
(Qiagen®). Todas as amostras foram tratadas com DNase | (Promega®) seguindo as

instru¢des do fabricante.
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4.5.2 Sintese de cDNA e RT-PCR

A construgdo do cDNA foi realizada a partir do kit ImProm-1I™ Reverse
Transcription System (Promega®). As amostras, controle negativo da transfeccéo,
pCl-neo e pCIL2B1foram preparadas em duplicata, adicionando 4pl de RNA de cada
amostra, juntamente com 1ul do primer oligo dT 15 (Promega®), incubados a
temperatura de 70°C, por 5 minutos e no gelo, por mais 5 minutos. Para controle
negativo do primer foi preparada uma amostra com 4ul de 4gua livre de RNA e 1pl
do primer oligo dT 15. A reagdo para a transcricdo reversa, na presenca da
transcriptase reversa, e na sua auséncia (controle negativo), esta descrita na tabela
11.

Tabela 11: Reacéo para a transcrigao reversa e controle negativo.

Controle negativo
REAGENTE VOLUME REAGENTE VOLUME

Agua livre de nuclease 7ul Agua livre de nuclease 8l
dNTP (10mM) 1pl dNTP (10mM) 1ul
MgCl, 2l MgCl; 2yl
Tampao 5x 4ul Tampao 5x 4ul
Transcriptase Reversa 1ul Transcriptase Reversa -

Total 15ul Total 15ul

Para cada amostra, foi adicionado 15ul da reagdo 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, apenas com agua e primers especificos (tabela 12) foi adicionado
0 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), 0os reagentes e volumes seguem na tabela 13.

Tabela 12: Sequéncia dos primers utilizados na RT-PCR

Primer Sequénciab -3’

Forward L2B1 5’- TGAGGACACTGTGCTACCAGAG -3’

Reverse L2B1 5'- CAGCTGGTTCTGCTTCATACA -3’
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Tabela 13: Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa

Controle negativo
REAGENTE VOLUME REAGENTE VOLUME

cDNA 4,75 ul cDNA -

Primer Forward 0,75 pl Primer Forward 0,75 pl
Primer Reverse 0,75 pl Primer Reverse 0,75 pl
Master Mix 6,25 ul Master Mix 6,25 pl
Hzo - Hzo 4,75 }Jl
Total 12,5 ul Total 12,5ul

O programa utilizado no termociclador foi de 95°C por 3 minutos
(desnaturagéo inicial); 30 ciclos de 94° por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 2

minutos; extensao final de 10 minutos a 72°C.

4.5.3 Avaliagdo da producéo da proteina L2 por SDS-PAGE

As células 293 transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e com a construgao
pCIL2B1, apds 48 horas, foram ressuspendidas em 600ul de tamp&o 2X Laemmli
desnaturante (10% SDS, 1M Tris-HCI pH6.8, Glycerol, Agua e Azul de Bromofenol)
mais inibidor de protease (Roche), em uma proporgéo de 1:1 (volume referente a
placa de cultura de 6 pogos). A lise celular foi realizada de forma mecéanica, com
ajuda da agulha de insulina, e os extratos aquecidos a 95°C durante 5 minutos. As
amostras protéicas dos extratos celulares foram guardadas a -20°C para analises
subsequentes.

Os extratos protéicos foram submetidos a uma eletroforese (250V e 30mA)

em gel SDS-PAGE 12,5% e coradas com Coomassie blue.

4.5.4 Avaliagdo da producéo da proteina L2 através de Western Blot

Apos fracionadas em gel SDS-PAGE 12,5% (250V e 30mA) as proteinas
foram transferidas por 30 minutos (25V e 400mA) para membranas Immobilon-P
(Millipore, Bedford, MA) em sistema semi-seco de transferéncia (Bio-Rad, Hercules,
CA). Posteriormente, a membrana foi bloqueada em solugéo 5% leite em 1X PBS-
0,01%Tween, incubada com o anticorpo monoclonal (1:500) especifico contra o

epitopo AU1, 1 hora sob agitagéo, e lavadas 3X (15 minutos cada) em 1X PBS-
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0,05%Tween. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo secundario
(1:5000) anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch®), 1 hora sob agitacéo, lavadas e reveladas utilizando um kit de
ECL (Amersham, England, UK®).
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5. RESULTADOS

5.1 Artigo: Desenvolvimento de uma estratégia baseada em vacina de
DNA contra infecgcdo por Papilomavirus bovino, incluindo os gene E5 ou
L2

O artigo foi submetido e aceito pela revista Genetics and Molecular Research
(GMR), como podemos observar no apéndice. O artigo segue na integra em anexo
deste trabalho.

5.2 Amplificacdo do gene L2 de BPV 1

A padronizagcdo com o par de primers FL2B1/RL2B1 resultou na formacéo de
uma banda de cerca de 1400 pb, demonstrando que estes primers mostram-se

especificos para o gene L2 de BPV 1 (Figura 13).

1,5kb
1,4 kb

Figura 13. Gel evidenciando o resultado da amplificacdo do gene L2 de BPV 1. 1- Marcador
1 Kb DNA Ladder (Ludwig); C- controle negativo da reacdo; B1- DNA amplificado. Para
eletroforese do produto amplificado foi utilizado gel de agarose na concentracdo de 0,8%. A
separacao das moléculas de DNA se deu durante 30 minutos sob a aplicacdo de uma
diferenca de potencial de 100 volts. O tampéao de eletroforese (corrida) utilizado foi o TAE 1X
(Tris-Acetato-EDTA) e o volume do produto de PCR aplicado no gel foi de 5pl.
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5.3 Clonagem do Gene L2 no Vetor de Expresséao pCI-Neo

O gene L2 (BPV1) purificado e o vetor pGEM-T foram utilizados em duas
reacOes de ligagdo nas proporcdes vetoriinserto de 3:1 e 5:1. A enzima Taq
polimerase frequentemente adiciona uma Unica desoxiadenosina em cada
extremidade 3’ dos amplicons. O vetor pGEM-T, por sua vez, possui overhangs 3’ —
T (terminagdes 3’ de desoxitimina), aumentando assim a eficiéncia da ligagcdo do
inserto ao plasmideo por prevenir a recircularizacdo do vetor. Portanto, o vetor
pGEM-T permite a clonagem direta dos produtos de PCR sem que para isso seja
necesséaria digestdo prévia do vetor com enzimas de restricdo (Clarck, 1988;
ROBLES & DOERS, 1994).

As reacdes foram processadas e o produto de cada ligagdo foi inserido em
células de E. coli DH5a, através do processo de transformacao. Durante a reacéo de
ligagdo, o inserto quebra o gene B-galactosidase (enzima que degrada o substrato
cromogeno Xgal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo, permitindo a
identificacdo de recombinantes) do pGEM, tornando a E. coli incapaz de metabolizar
a lactose e seus similares como o X-Gal. As colbnias que metabolizam o X-gal,
geram subprodutos que reagem com o IPTG (isopropil-3-D-tiogalactopiranosideo)
corando-se em azul. A coloracdo azul das colbnias deve-se a acdo da R-
galactosidase, enquanto na presenca do inserto ndo ha degradagcdo de Xgal. As
colonias que ndo metabolizam o X-gal permanecem brancas facilitando visualizar os
recombinantes que possuem a construgdo pGEML2BL1.

As coldnias recombinantes foram analisados quanto a presenca das
construgdes através de mini-prep plasmidial e digestdo com as enzimas Xhol e Notl
(Promega) que liberam o gene L2, O resultado foi avaliado por eletroforese em gel

de agarose 0,8%.
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3kb

1,5kb

Figura 14. Digestdo do DNA plasmidial extraido das colénias transformadas com a
construcdo pGEML2B1. M- Marcador 1kb (Ludwig); 1- construgdo digerida. Eletroforese em
gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30 minutos.

Uma vez reconhecidos os clones portadores da constru¢do pGEM-L2B1, por
digestdo, o gene L2 liberado do vetor de passagem foi cortado do gel de agarose
para purificagcdo com Kit da GE Healthcare (figura 15), para fins de subclonagem no
vetor pCl-Neo. O qual também foi submetido a purificacdo para possibilitar a reacao

de ligagéo.

7/

Figura 15. Quantificacdo do gene L2 do BPV-1 e do pCI-Neo. M- Marcador lambda Hind I
(Invitrogen); 1 - DNA purificado BPV1. M- Marcador 1kb (Ludwig); 1 — pCl purificado.
Quantificacdo em gel de agarose numa concentracdo de 0,8%. A separacdo das moléculas
de DNA ocorreu durante um tempo de 30 minutos sob aplicagdo de uma diferenca de
potencial de 100 V. O tampé&o de eletroforese (corrida) usado foi o TAE 1X (Tris-Acetato-
EDTA) e o volume do DNA purificado aplicado no gel foi de 1 pl.
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Foi possivel verificar a existéncia de quatro clones (pCIL2B1) nos quais
estaria presente o gene de interesse. Os oligonucleotideos utilizados (forward pClI-
neo / reverse interno L2) amplificaram um fragmento de 1400pb, correspondendo a

uma porcao do vetor pCl-neo e parte do gene L2, como ilustrado na figura 16.

Y

Figura 16. Esquema da PCR para detec¢éo do clone pCIL2B1. Pareamento dos primers
forward pCl-neo (em verde) e reverse interno L2 (em amarela) na construcdo pCIL2B1. O
gene L2 representado em rosa e o vetor pCl-neo em preto. Amplificacdo de um fragmento
de 1400pb.

1,5kb 1,4kb L2

Figura 17. PCR de colbnia transformadas evidenciando o gene L2 da construcéo pCI-L2B1.
M- Marcador 1kb DNA Ladder (Invitrogen®); C-: controle negativo; 1 a 4 — produto da PCR.
Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30
minutos.

A clonagem do gene L2 no vetor de expressao pCl-neo foi comprovada por

digestédo dupla com as enzimas Xhol e Notl, liberando um fragmento de 1400pb,
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relativo a sequéncia de L2 (figura 18); e por sequenciamento (forward pCl-neo e

reverse pCl-neo).

pCI-Neo (5,4kb)

L2 (1,4kb)

Figura 18. Construgdo do vetor pCIL2B1neo. M- marcador molecular 1kb (Ludwig); 1 a 4-
pCI-L2B1 digerida Xhol-Notl. Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem
aplicada de 100V(10V/cm?) por 30 minutos.

5.4 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA L2

5.4.1 Avaliacdo da eficiéncia de expressédo utilizando o gene
reporter B-galactosidade

Alguns testes foram feitos para comparar a eficiéncia e toxicidade do reagente
de tranfeccdo (PolyFect - Qiagen®). Inicialmente, foram divididos dois grupos de
acordo com a propor¢do do reagente de transfeccdo e DNA e quantidade células.
Na primeira situagao, tivemos a adicdo de metade do reagente recomendado pelo
fabricante, ndo alterando a quantidade de DNA recomendada (4ug para placa com 6
pocos), e na outra situagdo, foi adicionada a quantidade total indicada pelo
fabricante. Além desta variavel, submetemos os dois grupos a quantidade de células
diferentes, 3,5 x 10° recomendado pelo fabricante e 6x10° de células 293. De acordo
com os resultados obtidos, observamos que as amostras com maior numero de
células e menor volume do reagente mostrou-se com maior eficiéncia de

transfecgéo, 80% de eficiéncia.
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3,5 x 10° de células

e 32ul do reagente

6 x 10° de células

e 16ul do reagente

Figura 19. Avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo. Avaliacdo da eficiéncia de transfeccao
com duas variaveis (quantidade de células e volume do reagente de transfeccao).

5.4.2 Analise da Transcricdo do Gene L2

Com o intuito de avaliar a presenca de RNA mensageiro e consequentemente
confirmar a ocorréncia de transcricdo do gene L2, o RNA total foi extraido (48 horas
apos a transfecgdo) para realizacdo de uma RT-PCR, em células 293 transfectadas
contendo a construcdo pCIL2B1, o vetor vazio pCl-neo. Foram utilizados como
controles negativo o vetor vazio pCl-neo e células 293 sem vetor.

Um fragmento de 500 pb referente ao gene L2, amplificado do cDNA obtido
com a transcricdo reversa, foi observado nas amostras transfectadas com a
construcdo pCIL2B1 (Figura 20), e os controles negativos ndo apresentaram

nenhuma amplificagéo.
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500pb

Figura 20. RT-PCR das células transfectadas com HEK 293. M- marcador molecular 100
pb; A- Marcador Lambda Hind Il (Invitrogen); 1 - controle da reacdo; 2 - controle negativo
(sem transcriptase reversa); 3 - controle da transfeccao (s6 células); 4 - transfeccao com
vetor pCl-neo; 5 - controle positivo (L2B1); 6 a 8- transfeccdo com construgéo pCIL2B1neo.
Eletroforese em gel de agarose 2% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30
minutos.

Para descartar a possibilidade de contaminacdo das amostras de RNA total
com DNA, uma reacdo de PCR sem a transcriptase reversa foi realizada para todas
as amostras. A PCR realizada com este material foi negativa, indicando que n&o
houve contaminagdo com DNA e a amplificacdo do fragmento de 500 pb observada
nas amostras com transcriptase reversa € um indicativo que o gene L2 esta sendo
transcrito, jA que apenas as amostras transfectadas com a construcdo pCIL2B1

apresentou este padréo de banda.

Figura 21. PCR das construgfes transfectadas com 293 sem transcriptase. M- marcador
molecular 100 pb; C - controle negativo da reacao; 1- transfeccdo com vetor pCl-neo; 2 e 3-
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transfeccdo com construcdo pCIL2Blneo. Eletroforese em gel de agarose 2% em TAE;
Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30 minutos.

5.4.3 Avaliacao da Producéo da Proteina L2 através de gel SDS-PAGE

As células 293 transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e com a construcao
pCIL2B1 foram lisadas apos 48 horas de transfeccdo e foram submetidas a uma
eletroforese em gel SDS-PAGE na concentracdo de 12,5%, para verificagcdo da
integridade das proteinas, assim como a presenca de L2, proteina de interesse. As

células 293, sem transfeccao, também foram lisadas e analisadas.

M 1 2 3

Figura 22. Analise por eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE. Analise por
eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE dos extratos das células 293 transfectadas
sem plasmideos, transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e com a construcdo pCIL2B1. M:
Marcador Bench Marker (Sigma). Poco 1: extrato das células 293; poco 2: vetor vazio pCl-
neo e poco 3: pCIL2B1. Gel SDS-PAGE (12,5%), corado com Coomassie blue.

A eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% foi estabelecida como padrao para
andlise da expresséo da proteina L2 em células de mamiferos, pois apresentou um

perfil de separacado das proteinas celulares, mais homogénea e menos densa.
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5.4.4 Avaliacédo da Producéo da Proteina L2 por Western Blot

As amostras foram analisadas quanto a expressao de L2 por Western Blot, 48
horas poés-transfecgdo. Todas as amostras foram quantificadas pelo método de
Bradford em diluicéo seriada, posteriormente, fracionadas em gel SDS-PAGE 12,5%
e transferidos para membrana de nitrocelulose. Apenas nas células transfectadas
com a construcao pCIL2B1 foi possivel detectar a proteina L2 no tamanho esperado,
de 72 KDa (Figura 23), e a quantidade de extrato celular utilizado, foi de 60ug. O
peso molecular da proteina L2 foi confirmado, utilizando o marcador Prestained, que
possui a Ultima banda equivalente a um peso de 70 KDa.

Estes dados sugerem que houve uma eficiente traducdo da proteina L2 nas
células transfectadas com a construgdo pCIL2B1. Estes resultados confirmam a

expressdo do antigeno vacinal em células de mamiferos.
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Figura 23. Western blot da proteina L2 de BPV-1. Western blot da proteina L2 de BPV-1
expressa em células de mamiferos. O anticorpo anti-AU1 detectou a proteina L2 apenas nas
células transfectadas com a construcao pCIL2B1. C-: células sem o vetor; 2: células apenas
com o vetor; ambas como controle negativo. M: Marcador de peso molecular Prestained
(Fermentas®).
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6. DISCUSSAO

E sabido que os papilomavirus sdo virus que infectam queratindcitos e
fibroblastos, causando lesbes na pele, no tecido mucoso e podendo conduzir
processos nheoplasicos (ZUR HAUSEN, 1996; CAMPO, 2006). Nesse sentido,
destacam-se o poder oncogénico do papilomavirus, o BPV representa um grave
problema econdmico do ponto de vista pecuario, em virtude de sua correlacdo com
papilomatoses, canceres de bexiga e do trato gastrintestinal superior, ndo havendo
diferenca na prevaléncia da patologia entre 0os sexos ou entre ragas, sendo mais
frequente em animais com menos de dois anos de idade (Corréa & Corréa, 1992).

Por isso, promover uma metodologia de profilaxia viavel e eficaz contra as
doengas causadas por papilomavirus constitui um objetivo de grande interesse
veterinario e econémico.

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevencdo do sarcdide em equinos e
da papilomatose cutédnea e céncer de bexiga em bovinos € muito importante,
principalmente no que diz respeito aos diferentes tipos de PVs, tornando assim L2
uma forte candidata a vacina por conferir resposta imune cruzada.

Inicialmente, o gene L2 foi amplificado a partir do genoma viral completo de
BPV 1 por PCR, gerando um fragmento de 1400pb. Os oligonucleotideos
desenhados possuem sitios de Xhol e Xbal que flanqueiam o gene, assim como
epitopo que facilitam a imunodetecgdo. A purificacdo com kit do gene amplificado
ocorreu de forma prética e sem grandes perdas de material, 0 material purificado
apresentou boa concentragcdes de DNA o que facilitou sua posterior ligagéo no vetor
de passagem pGEM-T.

A construgdo pGEML2B1 foi confirmada por digestdo enzimatica,
apresentando padrbes de bandas esperados do inserto e vetor. Esses resultados
possibilitaram a continuidade do trabalho para que o gene L2 fosse subclonado no
vetor de expressao.

O vetor pCl-Neo foi linearizado a partir de digestdo enzimatica e purificado
para posterior ligagdo ao inserto, a constru¢gdo pCIL2B1 foi confirmada a partir de
digestdo enzimatica, PCR e sequenciamento. Nesta etapa grandes modificacdes de
protocolos foram feitas, visto que o vetor religava-se, possivelmente pelas digestdes
ocorrerem de forma parcial. No entanto, no gel de agarose a visualizagéo se dava de

forma a interpretar digestdo completa do vetor, observando-se uma Unica banda o
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gue era esperado para compreender que 0 mesmo estivesse de forma linear. A
utilizacdo do Blue Green (Ludwig) na eletroforese facilitou a visualizagéo de outras
bandas mostrando que o pCl ndo estaria completamente linearizado.

Outras modificacBes de protocolo também foram realizadas, como a utilizagédo
de uma enzima (CIAP) para desfosforilar o vetor. Durante a ligagdo do DNA in vitro a
enzima DNA-ligase s6 ira catalisar a formacdo da ligacdo fosfo-diester se um
nucleotideo contiver um grupo fosfato na posicdo 5’ e o outro contiver um grupo
hidroxila na posi¢éo 3'. Se o grupo fosfato em ambas extremidades 5 do DNA do
vetor for removido por tratamento com fosfatase alcalina, a tendéncia do vetor de
recircularizar sera, portanto minimizada. Por outro lado, um inserto de DNA estranho
possui grupos fosfato nas suas extremidades 5 capazes de serem ligados aos
grupos hidroxila nas extremidades 3’ do vetor. Esse método, portanto, aumenta a
frequéncia de células contendo DNA recombinante.

Contudo, essa medida néo foi suficiente para solucionar o problema, mesmo
alterando o protocolo recomendado pelo fabricante da enzima os resultados eram
insatisfatorios, ou o vetor se religava ou ndo havia jun¢cdo com o inserto.

A partir da construcdo do plasmideo génico (pCIL2B1) foram feito testes de
transfeccdo, realizados em células embrionérias de rim humano (HEK 293). A
linhagem HEK 293 é uma linhagem de células embrionaria de rim também
imortalizada pela transfecgdo de fragmentos de DNA e vem sendo utilizada para
expressdo de proteinas com potencial anti-inflamatério (CAO, 2004).

Testes de transfecdo com o gene (-gal foram realizados, com o intuito de
estabilizar e otimizar o protocolo para esse processo. Com as modificacoes
ocorridas, observamos que o protocolo sugerido pelo fabricante do reagente
lipossomal de transfeccéo apresentava menor eficiéncia e maior toxicidade, frente as
modificagdes realizadas pelo nosso grupo de pesquisa. Com a otimizagdo do
protocolo os testes de transfec¢cdes mostraram-se eficiente.

As transfeccdes realizadas em 293 mostraram-se capaz de transfectar DNA a
partir de um reagente lipossomal, verificando a ocorréncia da transcricéo do gene L2
a partir de RNA mensageiro.

Estudos que comparam a eficiéncia de transfecgdo transiente entre as
metodologias de fosfato de célcio e lipideos catibnicos normalmente apontam a
segunda estratégia como mais eficiente (ABULL-HASSAN et al., 2000; NOWLING et
al., 2002).
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Segundo Patil et al., 2005 e Romorem et al., 2005, transfeccdo com lipideos
cationicos apresentam relativa toxidade, que varia de acordo com o tipo celular e de
acordo com a quantidade de lipideos utilizada na relagdo lipideo — DNA para a
formacdo dos complexos. Sendo que, quanto maior a quantidade de lipideos em
relacdo a quantidade de DNA, maior € o efeito citotdxico. A toxicidade € atribuida ao
excesso de cargas positivas (DASS, 2004), uma vez que ao se utilizar formulagoes
contendo maiores quantidades de lipideos com cargas neutras/negativas, a
toxicidade do complexo mostra-se menor (PATIL et al.,, 2005; ROMOREM et al.,
2005). Embora o mecanismo de toxicidade por excesso de cargas positivas ainda
ndo esteja bem elucidado, acredita-se que elas comprometem a integridade da
membrana plasmatica.

A posterior os testes de transfecgao, realizou-se a RT-PCR dos clones com a
construgdo vacinal pCIL2B1, confirmando-se a presenca do RNA mensageiro do
gene L2, com o uso de oligonucleotideos iniciadores complementares a regides
internas ao gene L2, amplificando uma regido de 500 pb. Como controles foram
utilizados, o BPV1 como controle positivo mostrando que o RNA estava sendo
traduzido, os controles negativos foram as células 293 transfectadas e o vetor vazio
pCl-neo. Este resultado nos da um subsidio importante para analisar a presenca da
proteina L2 no meio intracelular.

Visando analisar a expressdo bruta de proteinas e para comprovar que as
mesmas estavam integras foi feito um SDS-PAGE, usando extratos celulares
fracionados de acordo com o tamanho das moléculas. Géis SDS-PAGE 12,5% foram
corridos com diversas concentragdes dos extratos celulares, entretanto, a banda
esperada (72KDa), correspondente a proteina L2, ndo pdde ser visualizada na
amostra de pCIL2B1, possivelmente pela presencga de varias proteinas encontradas
no extrato de mesmo peso molecular.

No entanto, a proteina L2 foi observada facilmente apenas na amostra
pCIL2B1, sem a necessidade de otimizacdo de codons, por imunodetecgdo através
da técnica de Western Blot. As amostras quantificadas anteriormente por diluicdo
seriada foram aplicados em SDS-PAGE e transferidos para membrana de
nitrocelulose, obtendo-se melhor resultado quando aplicado 60ug do extrato, dessa
forma quando revelado o filme, posterior ligacdo dos anticorpos primario e
secundario conjugado a peroxidase, foi possivel visualizar a banda de

aproximadamente 72KDa correspondente a L2 de forma bastante concentrada.
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Os anticorpos podem ser marcados de diferentes maneiras, podem ser
usados em sistemas de deteccdo direta ou indireta. Nos métodos de deteccéo
direta, o anticorpo purificado € marcado apropriadamente com uma molécula
identificadora (fluoresceina, rodamina, biotina, etc.) e, entdo, é usado diretamente
para se ligar a proteina alvo. Nos sistemas de deteccéo indireta, o anticorpo priméario
€ usado como uma molécula intermediaria e ndo é ligado diretamente a um
composto identificador. Uma vez que se liga ao seu alvo, o anticorpo primario é,
dessa forma, ligado a um reagente secundario, (a proteina A ou a um anticorpo
secundéario), o qual é conjugado a uma molécula identificadora, que pode ser
fluorocromo, uma enzima (peroxidase, fosfatase alcalina, 3-galactosidase, etc.) ou o
ouro coloidal. Os sistemas de deteccdo direta tém a desvantagem de que uma
grande variedade de anticorpos primarios pode necessitar ser conjugados a
moléculas identificadoras, enquanto que os sistemas indiretos oferecem o uso de
anticorpos secundarios purificados por afinidade, que estdo prontamente disponiveis
comercialmente.

Neste trabalho, nés descrevemos a expressdo da proteina L2 de BPV 1 em
células de mamiferos, que mostraram-se eficiente como primeiro passo para
implementacdo de uma estratégia vacinal baseada na imunizagdo genética contra
infeccdes por papilomavirus.

A imunizacdo genética tem sido documentada como uma estratégia efetiva
para a inducdo de imunidades humoral e celular num grande nimero de modelos
animais, como os exemplos vistos em ovinos (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 Respiratério Bovino (BRSV) e Virus da Dirréia Bovina (BVDV)
(SCHRIJVER et al.,, 1997). Esta estratégia é capaz de proteger o hospedeiro contra
novas infecgbes virais e regressdo das lesGes papilomatosas ja4 estabelecidas.
Nesse aspecto, a vacina de DNA apresenta varias vantagens atraentes como a sua
simplicidade na producdo, estabilidade de temperatura, seguranca biologica e a
capacidade de uma administragéo repetida (LIN et al, 2006).

Segundo o trabalho desenvolvido por Karanam e colaboradores em 2009,
mostrou que a vacina¢do em gado com L2 de BPV2 reduziu o tamanho do in6culo e

facilitou a eliminagdo espontanea desses papilomas do tipo 2. O mesmo autor
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também verificou, que animais imunizados com L2 de HPV produziu anticorpos
neutralizantes (anti-L2 monoclonais) capaz de neutralizar uma gama de genotipos
de HPV.

Estes estudos sugerem que L2 contem regides protetoras, principalmente na
regido N-terminal, no entanto, pesquisas ainda sdo necessarias, pois 0 estudo com
polipetideos de L2 demonstraram conferir prote¢do cruzada ou a um Unico tipo de
infeccdo pelo papilomavirus. De acordo com Jagu et al., 2009, esse problema
poderia ser solucionado com a utilizacdo de vacinas com concatenados mdaltiplos
fusionados da proteina L2, derivados de capsémeros conhecidos, resultando em
maior imunidade a uma gama de HPVs clinicamente relevantes. Esses principios
tém orientado melhor os estudos para definir os epitopos neutralizantes de L2 e
otimizar as formas de liberagdo do plasmideo.

Muitos aspectos da proteina L2 foram estudados separadamente, mas o
papel e fungcdo geral do ciclo viral ndo tém sido exaustivamente formulados,
(PEREIRA et al., 2009)

Em trabalho realizado por Lira, 2010, com o objetivo de construir um vetor
génico para vacina profilatica utilizando E5 de BPV 1 e 2, a autora sugeriu que a
otimizacdo de codons de E5 BPV1/2 é capaz de gerar niveis de expressao
consideréaveis da proteina nas células de mamiferos.

Outros sistemas de expressao vém sendo estudados para imunizagédo contra
papilomavirus, no entanto, os resultados obtidos em expresséo heterdloga ndo tem
sido satisfatorio. Segundo Pokoj et al., 2009, testes comparativos entre expresséo
em E. coli e P. pastoris, mostraram desvantagem no sistema bacteriano de
expressdo, pois ha mudangas no folder da proteina frequentemente observados em
proteinas-alvo, ainda a formacdo de agregados insoluveis, tais como corpos de
incluséo, e / ou oligomerizagdo que pode levar a uma proteina biologicamente
inativa. Neste mesmo trabalho, o autor relata que para o aumento da expressao em
P. pastoris sdo necesséarios a otimizagdo de cdédons e um bom sistema de
fermentagéo.

De acordo com Bazan, 2007, em trabalho realizado com L1 de HPV-16
utilizando expressao heter6loga em leveduras metilotréficas, a expressdo de L1 ndo
foi observada em Hansenula polymorpha, possivelmente pela impossibilidade da
expressdo desta proteina em sistema constitutivo. Em Pichia pastoris a expresséo

intracelular de L1 teve rendimentos baixissimos.
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Recentemente varios grupos de pesquisa tém gerado Virus-like particles
(VLPs) sintetizando a proteina L1 isolada ou juntamente com L2 utilizando sistemas
heter6logos de expressédo, como baculovirus ou leveduras. Utilizando-se de modelos
animais em ensaios de infecg¢do in vitro se demonstrou que anticorpos contra VLPs
apresentam um forte potencial imunoldgico (CAMPO, et al., 1991). Contudo, num
estudo comparativo entre as respostas imunes contra VLPs e capsGmeros, com
HPV-33, observou-se que as duas estratégias possuem uma grande similaridade
sugerindo que a maioria dos epitopos de neutralizacdo esta inteiramente dentro dos
capsdmeros. Além disso, 0 anti-soro com capsémeros tem uma resposta cruzada
oito vezes maior em ELISA do que aquele com VLPs, sugerindo que a maior parte
dos epitopos que induzem anticorpos de resposta cruzada estdo mascarados dentro
da estrutura das VLPs e se tornam acessiveis nos capsdmeros (Fligge et al., 2001).

Baseado no exposto, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que
apenas as células transfectadas com a construcdo pCIL2B1 apresentaram
transcricdo do gene L2 e consequente produgcdo da proteina, confirmando a

expressdo do vetor vacinal em células de mamifero.
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7. CONCLUSAO

Os dados apresentados nos permitem comprovar que o vetor vacinal pCIL2B1
foi corretamente construido e teve sua funcionalidade, no que se refere a expressao
da proteina L2, comprovada. Desta forma a construgdo pCIL2B1 podera ser usada
para estudos imunogénicos para avaliar seu potencial como uma estratégia vacinal

contra a infecgéo pelo BPV-1.
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ABSTRACT

Papillomaviruses are known to cause tumor lesions, generally benign, in epithelial
tissues from diverse organisms that may progress to cancer under suitable
conditions. Bovine papillomavirus (BPV) is related to urinary bladder cancer and
cancer of the upper gastrointestinal tract. Furthermore, BPV1 and 2 are implicated in
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the development of tumors in equids. Many studies with animal models clearly
demonstrate that DNA vaccines are very effective tools in controlling viral infections
providing a strong humoral and cellular immune response. In this work, we proposed
the development of two vaccine constructs for the control of diseases caused by
BPV. The first strategy is prophylactic based on the L2 gene. The second one is
therapeutic based on the E5 gene. Vaccine constructs were obtained and evaluated
in vitro in mammalian cells. The results show the expression and respective
production of the E5 and L2 viral proteins. These results confirm the functionality of
the vaccine constructs in mammalian cells. This is the first step in the development of
a vaccine strategy based on DNA vaccine for the control and/or treatment of
diseases caused by BPV.

Key words: Bovine papillomavirus; BPV; DNA vaccine.

INTRODUCTION

The cattle industry is one of the main highlights of the brazilian agribusiness
on the international stage. However, some diseases have been causing considerable
damage to this sector. Among them are diseases caused by papillomavirus:
papillomatosis, and cancer. The bovine papillomatosis is characterized by the
presence of tumors that occur in the skin, mucous membranes and some organs. It is
an important disease leading to economic depreciation of animals and the
deterioration of the appearance of the animal and animal leather. Additional
economic damage is caused by genital warts, since they lead to loss of reproductive
functions both in male and in female cattle (Campo, 2003). Besides the benign
tumors there is the possibility, under action of co-factors, of the progression to cancer
in the upper gastrointestinal tract or urinary bladder that usually leads to death of the
animal (Campo, 2006). Currently there are 13 known different types of bovine
papillomavirus (BPV) classified according to biological properties and genome
organization (Freitas et al., 2011; Lunardi et al., 2012). Although papillomaviruses are
considered strictly species specific, BPV1 and, less frequently, BPV2 are recognized
as the most important etiological agents in the development of fibroblastic skin
tumors, or equine sarcoids, which affect horses, donkeys, and mules (Chambers et
al., 2003; Nasir and Campo, 2008). At the moment, there is no vaccine or effective
treatment for the control of papillomatosis and cancer. There are few BPV treatments
available with variable levels of success.

Several strategies have been used for the development of different types of
vaccines (Kim et al., 2008). In this scenario, DNA vaccines have been considered
because they are able to stimulate effective CTL and antibody responses by
delivering foreign antigen to APCs that stimulate CD4+ and CD8+ T cells. Naked
DNA plasmid vaccines offer a number of advantages when compared to classical
vaccines (Gurunathan et al., 2000). The time of production is fast, the cost of large
scale production is considerably lower and the commercialization does not require a
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network of refrigeration because these vaccines are stable at room temperature
(Glenting and Wessles, 2005).

The E5 protein is the major BPV oncoprotein acting on the disturbance of the
mechanisms of growth suppression and cell cycle control. Additionally, it interacts
with growth factor receptors, activating cellular proliferation (Venuti et al., 2011). The
L2 protein is the minor viral capsid protein, but is extremely necessary for
papillomavirus infection. It is responsible for binding to a secondary viral receptor,
facilitating the exit of the endosome and the delivery of the viral genome within the
nucleus (Karanam et al., 2009).

Thus, the development of a prophylactic and therapeutic vaccine for BPV
infection has become a key issue. Thus, this study aimed to evaluate the
construction of vaccine vectors based on BPV1 E5 and L2 genes and the evaluation
of their potential for expression in mammalian cells.

MATERIALS AND METHODS

BPV1 E5 gene was codon-optimized for expression in mammalian cells and
then synthesized by Epoch Biolabs Company (Texas, USA). Besides the codon
optimization, it was necessary to interrupt the transforming activity of this gene, since
the study aimed to construct a DNA vaccine to be applied in genetic immunization.
Therefore, glutamine 17 was replaced by glycine, as it is known that this substitution
extinguishes the biological activity of the E5 protein (Sparkowski et al., 1994). The L2
gene was amplified with polymerase chain reaction (PCR) from the complete BPV1
genome and cloned into pGEM-T Easy vector (Promega, Wisconsin, USA). In both
genes, AU1 epitope was inserted at the N-terminal portion in order to facilitate the
immunological detection (Lim et al., 1990). The genes were subcloned into the pCl-
neo expression vector (Promega), generating the pCIE5sint and pCIL2 constructs.
The presence and orientation of the insert were analyzed with PCR, enzyme
digestion, and sequencing.

HEK 293 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco,
Sao Paulo, Brazil), 1% penicillin/streptomycin (Gibco), 1% L-glutamine (Sigma, Sao
Paulo, Brazil). Cells at approximately 80% confluence were transfected with the
pCIE5sint and pCIL2 constructs and empty pCl-neo vector (negative control) using
the Polyfect® transfection reagent (Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the
instructions suggested by manufacturer. After 1 hour of incubation, the transfection
reagent was removed and complete DMEM was added. Cells were incubated for 48
hours at 37°C, 5% CO.. After this period, the cells were processed for evaluating the
expression of viral genes by RT-PCR and production of viral proteins by Western
blot.

To evaluate the transcription of E5 and L2 genes, it was performed RT-PCR
from the transfected HEK 293 cells. Total RNA was extracted using RNeasy RNA
isolation kit (Qiagen). The synthesis of cDNA was performed using the ImProm®-I|
Reverse Transcription System (Promega) following the manufacturer's
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recommendations. To eliminate the possibility of contamination of the RNA samples
with genomic DNA, the material was treated with DNase | (Promega).

Protein expression was evaluated by Western blot assays with protein extracts
of the transfected cells. The protein extracts of the transfected cells was
resuspended in denaturing buffer with protease inhibitor (Roche, Sao Paulo, Brazil)
and heated at 95°C for 5 min. The proteins were separated on 12.5 and 15% SDS-
PAGE and transferred onto PVDF membrane (Millipore, S&o Paulo, Brazil). The
membrane was blocked in 5% nonfat dry milk, incubated for 1 h with monoclonal
antibody anti-AU1 (Covance, New Jersey, USA) (1:500) under agitation and washed
3 times with PBS 0.05% Tween 20. Then, the membrane was incubated for 1 h with
antibody anti-mouse 1gG HRP conjugated (1:5000) (Jackson ImmunoResearch,
Pennsylvania, USA) and washed with PBS 0.05% Tween 20. The protein detection
was performed using the ECL chemiluminescent kit (Amersham, UK).

Because of E5 is a membrane protein, it was firstly necessary to perform an
immunoprecipitation assay, before proceeding Western blot. Thus, the protein extract
from cells transfected with the pCIE5sint construction was incubated for 5 min with
radioimmunoprecipitation (RIP) buffer and protease inhibitor, homogenized and
centrifuged at 8000 rpm for 5 min. Then, the supernatant was incubated with
antibody anti-AU1 (1:150) for 1 h at 4°C under agitation. It was added a suspension
of protein A-Sepharose CL-4B (Invitrogen) and incubated for 1 h at 4°C in constant
rotation. The immunocomplex was washed 4 times with cold RIP buffer, resuspended
in denaturing buffer and heated for 5 min at 95°C.

RESULTS AND DISCUSSION

Particularly to BPV, the production of an effective, safe and low cost vaccine
may lead to a large reduction in the incidence and mortality of animals with BPV
infection. This virus is also an excellent model for human papillomavirus vaccination
studies. In this sense, BPV E5 and L2 proteins have been considered strong
candidates for DNA vaccines against bovine papillomatosis. In this work, the viral
genes were cloned into the expression vector and evaluated for in vitro gene
expression and consequent production of viral proteins.

The evaluation of the viral genes expression was performed by RT-PCR in
HEK 293 cells transfected with pCIESsint or pCIL2 constructs. As negative controls,
we used cells transfected with empty pCl-neo vector and cells not transfected. In this
assay, we observed the amplification of fragments of 175 bp, referring to the E5
gene, and 500 bp, referring to an internal fragment of the L2 gene (Figure 1). The
reaction of samples without the reverse transcriptase enzyme were negative
indicating that no contamination with genomic DNA.



82

500 bp
300 bp
200 bp
100 bp

175bp

(V) (B)
Figure 1. RT-PCR detection of the viral genes transcription in the transfected cells
using the gene-specific primers. A. Analysis of E5 gene transcription showing a
fragment of 175 bp. Lane M = 100-bp DNA ladder (Invitrogen); Lane 1 = control
reaction (without DNA); Lanes 2, 4 and 6 = respectively, only HEK 293 cells, cells
transfected with the empty pCl-neo vector and cells transfected with pCIES5sint;
Lanes 3, 5 and 7 = respective control experiment of genomic DNA contamination, in
which the reaction was performed without the reverse transcriptase enzyme; Lane 8
= positive control reaction. B. Analysis of L2 gene transcription showing the
amplification a 500-bp fragment on the central portion of the L2 gene. Lane M = 100-
bp DNA ladder (Invitrogen); Lanes 1 and 2 = only HEK 293 cells; Lanes 3 and 4 =
cells transfected with the empty pCl-neo vector; Lanes 5 and 6 = cells transfected
with pCIL2; Lane 7 = positive control reaction.

The protein extract of the transfected cells was assessed for the production of
the viral proteins by Western blot. Only in the cells transfected with pCIE5sint and
pCIL2 constructs, the assay detected a band of approximately 10 and 72 kDa, the
expected sizes for BPV1 E5 and L2 proteins, respectively (Figure 2). It is noteworthy
that the E5 protein was detected only after immunoprecipitation step. Through this
step, it was possible to solubilize the biomembranes and detach the E5 protein from
the cell membranes, resulting in a higher concentration of the antigens in the extract
(Disbrow et al., 2003).

HEE208  BCLize  HCIES "P2 HEK205 pCIL2  pClneo
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-..130 -
~1m -
~70 A €—— 72 1Da
15kDa — S8 ~55

~40 —
~35 -
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Figure 2. Western blot detection of E5 and L2 proteins produced in transfected cells.
The proteins from only HEK 293 cells, cells transfected with the empty pCl-neo
vector and cells transfected with pCIES5sint and pCIL2 were analyzed using antibody
anti-AU1. A band of approximately 10 and 72 kDa (expected sizes for BPV1 E5 and
L2 proteins) was detected only in the cells transfected with pCIE5sint and pCIL2,
respectively. It was used the PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific).
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Some studies have already shown the immunogenic potential of the L2 protein
against papillomavirus infections, identifying neutralizing and tumor rejection
epitopes. However, the main advantage of a vaccine using the L2 gene is the
potential to induce a broad spectrum of neutralizing antibodies possibly with cross-
immune reaction, i.e. L2 can confer immune protection against a range of
papillomavirus, including HPV (Karanam et al., 2009; Jagu et al., 2011). In the case
of E5, the bet on this gene as a therapeutic vaccine against papillomavirus is still
underexplored. The BPV E5 protein is related to cell transformation and its
expression occurs both early and during the viral infection, modifying the cellular
response to growth factors and blocking the expression of MHC (major
histocompatibility complex) on the cell surface, making this gene attractive for use as
DNA vaccine (Borzacchiello and Roperto, 2008; Venuti et al., 2011).

The results here presented show the expression and respective production of
E5 and L2 viral proteins. These results confirm the functionality of the vaccine
constructs in mammalian cells. This is the first step in the development of a vaccine
strategy based on DNA vaccine for the control and/or treatment of diseases caused
by BPV.
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