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Resumo

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano, além de representar uma doenca
sexualmente transmissivel altamente disseminada, € responsavel por 5% dos
canceres em humanos, destacando o cancer cervical com altos indices de incidéncia
e mortalidade. Embora comprovadamente eficazes, as vacinas vigentes n&o
combatem infec¢Bes j& estabelecidas e apresentam um elevado custo de producao.
Esse cenério revela a necessidade de estratégias vacinais alternativas. O presente
trabalho propde a expressao de diferentes genes recombinantes em Escherichia coli,
uma plataforma biotecnolégica econdmica, de facil manipulacdo e de alto
rendimento. Os genes recombinantes utilizados foram: L1 de HPV16 e construgdes
quiméricas basedas na substituicdo de epitopos da oncoproteina E5 na al¢a h4 e na
regido C-terminal de L1, com potencial para geracdo de antigenos profilatico-
terapéuticos e na substituicdo de epitopos da proteina L2 na regido da al¢ca h4 para
avaliacdo de possivel neutralizacdo cruzada. Apés subclonagem em pGEM-T, esses
genes foram clonados em vetor de expressdo pAE e linhagens de Escherichia coli
BL21 e Rosetta foram transformadas com os vetores de expressdo gerados. A
confirmacédo da producéo das proteinas se deu por Western blot, a partir de extratos
de culturas induzidas com IPTG. Otimizagbes nos protocolos de inducéo, lise e
preparo das amostras foram realizadas ao longo dos experimentos. Os resultados
obtidos demonstraram a producdo dos antigenos recombinantes, e deverdo ser
validados em futuros ensaios imunologicos quanto a capacidade de induzir

respostas imunes em animais desafiados.

Palavras-chave: HPV; Cancer Cervical; Vacina; Imunizagdo; Expressao heteréloga



Abstract

Human papillomavirus infection, besides to represent a widespread sexually
transmitted disease, is responsible for 5% of cancers in humans, highlighting cervical
cancer with high rates of incidence and mortality. Although proven effective, the
existing vaccines do not eliminate infections already established and have a high
cost of production. This scenario shows the need for alternative vaccine strategies.
This study proposes the expression of different recombinant genes in Escherichia
coli, an economic, easy handling and high performance biotechnology platform.
Recombinant genes used were: L1 of HPV16 and chimeric basedas constructions in
replacement E5 oncoprotein epitopes on h4 loop and L1 C-terminal region, with the
potential to generate prophylactic-therapeutic antigens and replacing L2 protein
epitopes in loop region h4 for evaluation of possible cross-neutralization. After
subcloning in pGEM-T, these genes were cloned into vector pAE expression and
Escherichia coli BL21 and Rosetta were transformed with the expression vectors
generated. Confirmation of protein production was performed by Western blot from
extracts of cultures induced with IPTG. Optimizations in the induction protocols, lysis
and preparation of the samples were carried out throughout the experiments. The
results demonstrated the production of recombinant antigens and should be validated
in future immunological assays for the ability to induce immune responses in

challenged animals.

Key-words: HPV; Cervical Cancer; Vaccine; Immunization; Heterologous

expression.
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1. Introducéo

De acordo com o Ministério da Saude, pesquisas que visam aumentar a
gualidade e expectativa de vida da populacéo séo consideradas linhas prioritarias.
As Doencas Sexualmente Transmissiveis (DSTS) e 0 cancer estdo entre essas
prioridades de pesquisa. A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), além de
estar diretamente relacionada com o desenvolvimento do céancer cervical, é
qualificada como uma das principais DSTs que afligem a populacdo mundial. O
cancer cervical apresenta forte impacto na saude publica por ser responsavel por
elevados indices de mortalidade e morbidade. Segundo estimativas do INCA
(Instituto Nacional do Cancer), para 2016 sdo esperados 16.340 novos casos no
Brasil, colocando esse tipo de cancer como o terceiro mais frequente entre
mulheres.

Atualmente, mais de 150 tipos de HPV ja foram descritos; destes, cerca de
40 infectam o trato genital. De acordo com o grau de lesdes que podem induzir,
0s gendtipos de HPV podem ser classificados como de baixo ou alto risco
carcinogénico. O emprego da engenharia genética permite a obtencdo de
estruturas conhecidas como particulas semelhantes ao virus ou VLPs a partir da
producdo de proteinas do capsideo viral, sobretudo L1, em sistemas de
expressao recombinantes. Desde 2014, uma vacina profilatica baseada em VLPs
de L1, abrangendo os HPVs de alto risco tipo 6, 11, 16 e 18, passou a ser
distribuida pelo SUS (Sistema Unico de Salde). Além de um custo de producéo
elevado, a auséncia de propriedade terapéutica e o baixo espectro de acgéo
sugerem um impacto limitado no combate ou controle do céncer cervical,
principalmente em paises em desenvolvimento onde se encontram a maioria dos

casos de cancer cervical.
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Por outro lado, existe a possibilidade de produzir estruturas intermediarias
as VLPs denominadas capsémeros (pentameros de L1) que, ao contrario das
VLPs (produzidas em células de inseto ou levedura), podem ser produzidos em
bactérias e também induzem uma resposta imunolégica neutralizante. Além disso,
estudos apontam que o fusionamento de L1 a epitopos das oncoproteinas virais
E6 e E7 — expressas durante os estagios de transformacao das células infectadas
- €& capaz de gerar particulas com propriedades profilatico-terapéuticas.
Adicionalmente, recentemente a oncoproteina E5 vem se destacando como um
alvo promissor para a imunizacdo genética por conta da sua superexpressao nos
estagios iniciais do cancer cervical.

Diante desse quadro, tendo HPV16 como foco, o presente trabalho teve
como proposta a avaliacdo do sistema bacteriano para producédo de particulas
pentaméricas quiméricas com diferentes propositos: (I) L1 de fusionada a
epitopos de E5 como uma estratégia vacinal profilatico-terapéutica; (ll) fusdo de
epitopos de L2 em L1, no intuito de avaliar uma possivel resposta de
neutralizacdo cruzada. Esses capsémeros possuem um custo de produ¢do menor
comparada as VLPs e um espectro maior de a¢do, sendo financeiramente mais
interessantes para comporem estratégias vacinais em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, nos quais a incidéncia da doenca é

acentuadamente maior.
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2. Revisao da Literatura

2.1Cancer Cervical

O cancer cervical € um dos canceres mais frequentes entre mulheres e
constitui um importante problema de saude publica, particularmente em paises
em desenvolvimento, estando associado a elevados indices de morbidade e
mortalidade (Figura 1).

No Brasil, ele se configura como o terceiro tipo de cancer mais frequente
entre mulheres (Quadro 1) com estimativa de 16.340 novos casos para 2016, com
5.630 destes sendo esperados para a regido Nordeste, onde ele figura como o

segundo mais frequente (ESTIMATIVA INCA, 2016).
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24 - 58
<24
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lor which there may not yet be full agreemenl © WHO 2015. Al rights reserved

Figura 1: Estimativa da mortalidade global em decorréncia de cancer cervical.
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Quadro 1: Taxas de Incidéncia, estimadas para 2016 (por 100 mil habitantes), para os tipos de
cancer mais frequentes (exceto pele ndo melanoma), em mulheres Brasil e regides geograficas.
Fonte: MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil, 2016.

REGIOES
Brasil Norte Nordeste | CEMO° | gideste Sul
oeste
1° Mama Cgtleorgo Mama Mama Mama Mama
(56,20) (23,97) (38,74) (55,87) (68,08) (74,30)
20 Cdlon e Mama Colo do Colo do Cdlon e Cdlon e
Reto (22,26) atero atero Reto Reto
(17,10) ' (19,49) (20,72) (22,66) (23,27)
Colo do Célon e Célon e Célon e Colo do TrAaquela,
3° . . Bronquio e
atero Reto Reto Reto atero PUIm&o
(15,85) (5,89) (8,77) (16,93) (11,30) (20,61)
Traqueia, Traqueia, | Traqueia, | Traqueia, Colo do
4° | Brbnquio e | Estdomago | Brénquio e | Brénquio | Bronquio e y
~ ~ ~ ~ atero
Pulméo (5,82) Pulméo e Pulméao Pulméo (15.17)
(10,54) (7,24) (9,37) (10,56) ’
Traqueia, Corpo do
5° | Estbmago | Brbénquio e | Estbmago Ovaério l]tFéro Estdbmago
(7,37) Pulméao (6,73) (6,96) (9,58) (8,71)
(5,07) ’

Quanto a sua etiologia, € bem estabelecida a correlacdo entre infeccbes
persistentes causadas pelo HPV e o cancer cervical (ZUR HAUSEN et al. 1996).
A persisténcia da infeccdo € mais comum com tipos de HPV de alto-risco
oncogénico, com destaque para o HPV16 sendo um importante determinante no
desenvolvimento desse tipo de cancer (BURD, 2003). A fungéo carcinogénica dos
HPVs de alto risco é correspondente a expressao dos oncogenes E5, E6 e E7
que conferem as células crescimento descontrolado, inibicdo da apoptose e
imortalidade, que sé&o condicbes essenciais para a transformacédo maligna das
células (BOULET et al. 2007).

Além da infeccao pelo HPV, também héa a influéncia de fatores ambientais
uso de

relacionados ao estilo de vida como, por exemplo, tabagismo,

contraceptivos orais, inicio precoce da atividade sexual, multiparidade e
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multiplicidade de parceiros sexuais (KJELLBERG et al. 2000; de FREITAS et al.
2012). E importante também ponderar fatores como susceptibilidade e imunidade
individuais e aspectos relacionados a carga viral; ao tipo de infec¢éo (se é Unica
ou multipla) e a idade, uma vez que a maioria das infeccbes por HPV em
mulheres com menos de 30 anos regride espontaneamente, com uma
persisténcia mais frequente acima dessa faixa etaria (IARC, 2007). No Brasil,
segundo dados do DATASUS, o cancer cervical é considerado raro em mulheres
até 30 anos, tendo um aumento progressivo nos indices de incidéncia e
mortalidade na faixa de 45 a 50 anos.

Dependendo da origem do epitélio comprometido, o cancer cervical pode
ser categorizado em carcinoma epidermoide, tipo mais incidente e que acomete o
epitélio escamoso, representando cerca de 80% dos casos, e adenocarcinoma,
gue acomete o epitélio glandular, correspondendo a 20% dos casos (INCA, 2015).
Além da mortalidade associada, casos de carcinoma cervical avancado ou
recorrente estdo associados com morbidades severas como toxicidade e
disfuncéo renal e hepatica, e metastases 6sseas (STERN et al. 2012).

Até o estabelecimento de neoplasias invasivas no colo uterino, existe uma
longa fase pré-invasiva caracterizada citologicamente por uma gama de eventos
celulares que progridem da atipia celular a graus variados de displasia ou
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) antes da progressao ao carcinoma invasivo.
Em geral, essas lesdes intraepiteliais sdo identificadas mediante exame
microscopico das células cervicais em um esfregaco citolégico corado pela
técnica de Papanicolaou. O diagndstico final da NIC é estabelecido mediante o
exame anatomopatologico de biopsia cervical, onde o parecer € dado com base

na diferenciacdo, maturacao e estratificacdo das células e anomalias nucleares.
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Desse modo, as lesbes sao classificadas histologicamente em NIC | — displasia
leve; NIC Il — displasia moderada e NIC Il — displasia severa e cancer invasivo
(carcinoma in situ). A NIC | também pode ser considerada como SIL (Squamous
Intraepithelial Lesions) de baixo grau (Low Grade SIL —LSIL) e as NIC Il/lll como

SIL de alto grau (High Grade SIL- HSIL) (SELLORS, et al 2004).

2.2. O Papilomavirus Humano (HPV)

2.2.1. Infeccao pelo HPV e Céancer

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) € considerada a doenca
sexualmente transmissivel (DST) mais frequente em mulheres e homens
(BURCHELL et al. 2006). Estima-se que pelo menos 50% dos individuos
sexualmente ativos irdo entrar em contato com o HPV em algum momento de
suas vidas e que 80% das mulheres terdo esse contato até os 50 anos de idade
(CASTELLSAGUE et al. 2002). Embora haja diferencas marcantes de acordo com
as regides estudadas, a infeccédo pelo HPV é considerada responsavel por cerca

de 10% da incidéncia de cancer no mundo (BOSCH et al. 2011).

Juntamente as infec¢bes causadas por Helictobacter pylori e os virus da
Hepatite B e C, a infeccdo por HPV é reconhecida como um dos principais fatores
etiologicos de canceres causados por agentes infecciosos (DE MARTEL et al.
2012), incluindo o cancer cervical, os canceres anogenitais (pénis, vulva, vagina e
anus) e os de orofaringe (FORMAN et al. 2012). Dentre os casos de cancer
relacionados a infeccédo pelo HPV, a maioria deles é diagnosticado em mulheres,
0 que se deve a grande parte a alta incidéncia de cancer cervical. Dos 620.000
casos de canceres devido a infec¢do pelo HPV no mundo, em 2012, 85% eram

atribuidos ao cancer cervical (FERLAY et al. 2013). De acordo com dados da
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organizacdo mundial da saude (OMS), aproximadamente 80% dos casos novos
de cancer cervical sdo diagnosticados anualmente em paises considerados
subdesenvolvidos e estima-se que esse numero chegue a 90% em 2020 (OMS
2010).

As taxas de mortalidade relacionadas a esse tipo de cancer correspondem,
em média, metade da taxa de incidéncia global, com a maioria das mortes
ocorrendo em paises subdesenvolvidos.

O papel dessa infeccdo viral no cancer tem sido estabelecido devido a
presenca regular de DNA do HPV e pela demonstracdo da expressdo de
oncogenes virais em material tumoral, além da identificacdo das propriedades
transformantes desses genes e de estudos epidemiolégicos que apontam a
infeccdo pelo HPV como principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer

cervical (ZUR HAUSEN, 2000).

2.2.2. Aspectos Gerais da Taxonomia do HPV

Os Papilomavirus fazem parte de um grupo de virus que podem ser
encontrados em mais de 20 espécies de mamiferos diferentes, além de aves e
répteis. Atualmente, jA foram descritos mais de 150 tipos de Papilomavirus
Humano, os quais pertencem a familia Papillomaviridae que engloba 37 géneros
e 240 Papilomavirus (PVs) (VAN DOORSLAER et al.,, 2013; DOORBAR et al.,
2015). Dentre os HPV ja descritos, 40 tipos podem infectar o trato genital.

Os PVs humanos podem ser divididos com base em seu tropismo pelo
epitélio mucoso ou cutaneo, ou em relacdo a sua associagdo com 0 cancer ou
com lesBes benignas. Os PVs que infectam preferencialmente a mucosa oral ou

anogenital pertencem ao género Alphapapillomavirus, ao passo que 0s que
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infectam preferencialmente a pele, pertencem aos géneros Betapapillomavirus,
Gamapapillomavirus, Nupapillomavirus e Mupapillomavirus (FAUQUET, et al.,

2005) (Figura 2).

Mu-papillomavirus

Ep. cutdneo

Nu-papillomavirus

AEVEl — Ep. cutdneo
g10HPV121
91’0HPV133A
g10HPV1
91Hpygs A
97HPV65
97HPV4

Gamma-
papillomavirus

Ep. cutdneo

Beta-papillomavirus
Ep. cutdneo

Figura 2: Arvore filogenética dos Papilomavirus, baseada no alinhamento dos genes E1, E2, L1 e
L2. Os nimeros nas pontas dos ramos identificam os tipos de HPV. Nessa representagdo, os HPV
do género Alphapapillomavirus estdo subdivididos em baixo risco oncogénico em tecido epitelial
cuténeo (cinza), baixo risco oncogénico em regiées de mucosa (laranja) e HPVs de alto risco
oncogénico (rosa). Tendo como base dados epidemioldgicos, os HPVs de alto risco escritos em
vermelho representam os tipos confirmadamente carcinogénicos para humanos, enquanto 0s
demais séo provavel ou possivelmente oncogénicos. (Adaptado de DOOBAR, et al., 2015).

Os tipos de HPV podem ser classificados como de alto ou baixo risco
oncogénico, de acordo com o grau de lesdes induzidas pelo virus com potencial
progressdo para neoplasias (STANLEY, 2001). Enquanto a infec¢cao por alguns

gendtipos de HPV induz hiperplasia epitelial focal (formacdo de verrugas), outros
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podem promover transformacdo maligna do epitélio infectado na cérvice ou em
outros sitios (FRAZER et al., 2011). Entre os gendtipos de HPV considerados de
alto risco estdo os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, que séo
classificados dessa forma devido ao fato de serem comumente detectados em
neoplasias de alto grau, com destaque para o HPV16 que é responsavel por
cerca de 60% dos casos de cancer cervical diagnosticados (a nivel global). Além
do cancer cervical, a infeccdo por HPV16 também € a principal causa de cancer
de vagina, vulva, pénis, anus e orofaringe (LI et al., 2011).

Um novo isolado de PV é reconhecido como tal, quando o genoma
completo € clonado e a sequéncia de DNA da ORF L1 apresenta mais de 10%
de diferenca, quando comparado ao tipo de PV conhecido mais préximo.
Diferencas de homologia entre 2% e 10% definem um subtipo e menos do que

2% define a ocorréncia de uma variante (DE VILLERS, et al., 2004).

2.2.3. Estrutura e organizacdao do Genoma do HPV

O HPV é um virus ndo-envelopado que tem o seu genoma organizado em
uma molécula DNA circular dupla-fita com cerca de 8kb, que pode ser dividido em
trés regides principais: de expressao precoce (Early), de expressao tardia (Late) e
uma longa regido de controle (LCR). Essas trés regides sao separadas por dois
sitios de poliadenilacdo (pA): pA precoce (AE) e pA tardio (AL) (ZHENG e
BAKER, 2006) (Figura 3). O genoma de todos os PVs conhecidos apresenta
ORFs para no minimo cinco genes: E1, E2, E4 (genes de expressao precoce) e,
L1 e L2 (expresséo tardia) (VAN DOORSLAER, 2013); apenas parte dos PVs
expressa os trés oncogenes: E5, E6 e E7 (porém, todos expressam ao menos um

deles) (KLINGELHUTZ et al, 2012).
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Em geral, os transcritos de papilomavirus sao policistronicos, com multiplos
éxons e introns, 0 que representa uma caracteristica vantajosa por permitir aos
papilomavirus codificar multiplas proteinas a partir de um genoma bastante
compacto, adotando o splicing alternativo para expressar essas proteinas em um
modo especifico e temporal, através do processo de diferenciacdo celular. O
splicing desses RNAs policistronicos regulam a expressao génica em um nivel
pos-transcricional desempenhando um importante papel no ciclo viral (ZHENG e

BAKER, 2006).

Figura 3: Esquema da organizagdo gendmica do HPV16 (tipica dos genomas de HPVs de alto
risco do género Alphapapillomavirus). Na regido LCR estdo destacados alguns sitios de
reconhecimento para alguns fatores de transcricao celulares. Na figura além dos genes resultantes
do splicing do mRNA policistronico, estéo representados os promotores PE (promotor de expressao
precoce, também denominado P97) e PL (promotor dos genes de expressdo tardia, também
conhecido como P670). (Fonte: DOORBAR 2006)

Os genes E1, E2, E4 e 0os oncogenes E5, E6 e E7 codificam proteinas néo-
estruturais envolvidas na replicacao e transcricdo do DNA viral, assim como no

processo de transformacéo celular, sendo expressos precocemente em relagao
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aos genes L1 e L2 (de expressao tardia) que codificam as proteinas estruturais
formadoras do capsideo viral (STANLEY, 2005). Esse capsideo apresenta
estrutura icosaédrica, sendo composto por 360 cOpias da proteina estrutural L1,
organizada em 72 pentameros (capsomeros) além de cerca de 72 cépias da
proteina L2, por virus (h&a divergéncia em relacdo a esse numero entre diferentes
estudos) (WANG e RODEN, 2013). Ambas as proteinas L1 e L2 desempenham
um importante papel mediando a infectividade do virus (DOOBAR et al., 2006).
Entre as primeiras proteinas virais a serem expressas, estdo os fatores de
replicacdo E1 e E2. Essas proteinas formam um complexo que se liga a
sequéncias na origem de replicacdo viral e atuam recrutando polimerases e
proteinas acessorias para mediar a replicacdo (LONGWORTH e LAIMINS, 2004).

A regido correspondente a LCR esta localizada entre o fim de L1 e o inicio
da regido de expressdo precoce, e contém sequéncias regulatérias cis que
controlam a replicacéo (incluindo a origem de replicacéo viral a qual E1 pode se
ligar) e a transcricdo do genoma viral (como, por exemplo, sequéncias
palindrémicas reconhecidas por E2) (Figura 3) (DOOBAR et al. 2015).

Eventos de quebra na ORF E2 séo favorecidos pela instabilidade genémica
causada pelos oncogenes virais e estdo associados a integracdo do genoma viral
- inicialmente mantido como epissomo — no genoma da célula hospedeira, com
consequente superexpressado de E6 e E7 e malignizacédo das lesdes (Figura 4).
Todavia, a presenca de epissomos virais em lesdes cervicais positivas para o
HPV16 leva a hipétese de que ha multiplas vias para a inducéao da carcinogénese
induzida pelo HPV (CHEUNG et al., 2013). Ao lado da hipdtese basica dos altos
niveis de expressdo de E6 e E7 em consequéncia a revogacao dos efeitos

repressores de E2, devido a perda desse gene durante a integracdo, a atividade
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aumentada de E6 e E7 em células que ainda mantém esses epissomos virais
possivelmente seria resultado da atuacdo da oncoproteina E5 em seus alvos

celulares (VENUTI et al., 2011).

Elementos responsivos virais (E1 e E2) e do hospedeiro

Reguladores positivos @ negativos da transcrigao viral

v

LCR E6 ET El E2
| | Atividade helicase crtica para a
replicagho viral
Interacho com proteinas do I
hospedeiro (p53, pRb) Ruptura gendmica (integracao)
nesta drea interrompe as fungbes
auto-reguladoras virais

Figura 4: Expressdo dos oncogenes E6 e E7 e a integracdo do genoma viral, o qual rompe o
controle regulatério de E1 e E2 sobre a transcri¢do. (Adaptado de PINTO, 2001)

O genoma do HPV16 contém dois promotores principais: o P97 e o P670.
O P97 (equivalente ao P99 em HPV-31 e ao P105 em HPV-18) localizado a
montante da ORF de EG6, é responsavel pela regido de expressao precoce e é
considerado um promotor forte e altamente controlado. Esse controle se da
primariamente por elementos cis na regido LCR que incluem sitios consenso de
ligacdo em E2 que interagem com fatores de transcricdo celulares e regulam a
transcricdo de P97 de células basais indiferenciadas. Por outro lado, o p670
(similar ao P742 do HPV-31) é responsavel pela expressao dos genes tardios e
estd presente dentro da ORF E7, tendo sua atividade induzida apenas em

gueratindcitos diferenciados (ZHENG e BAKER, 2006).
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2.2.4. Infeccao pelo HPV e o Ciclo viral

A infeccdo produtiva pelo papilomavirus ocorre em muitos vertebrados,
exibindo um restrito tropismo espécie — hospedeiro e requerimento da
diferenciacédo epitelial para o seu desenvolvimento. Para que ocorra a infeccao
inicial, € necessario que as particulas virais tenham acesso a células da camada
basal do epitélio (Figuras 5 e 6). A infeccdo por alguns tipos de HPV requer a
ruptura do epitélio estratificado mesmo que nem sempre 0S micro-traumas
desenvolvidos sejam prontamente aparentes (DOOBAR, 2005). Alguns estudos,
como o de Egawa (2003), sugerem que para a manutencao da leséo, o virus deve

infectar uma célula-tronco epitelial.

Cornificado ,v> =

Granular | =5 ais ES | S5 | &
< — | Persisténcia ([
i 3 Progressao
Supra-basal [ viral \ f g @ @

Diferenciacéo

_—
— 2 _. Clearance Regresséo
Basal @@ O 4 ) @
| O ? ) )
=/ g
Derme
Epitelio Normal Infeccéo Viral Displasia/ Cancer invasivo

Carcinoma in situ

Expressao E6/E7

Expresséo E5
Producé&o viral

Integrac&o do Genoma Viral

Figura 5: Progressao da infec¢é@o por HPV e expresséo dos genes virais. (Adaptado de
HELLNER et al., 2011)

Uma vez que tenha ocorrido a entrada do virus na célula hospedeira, os
PVs devem passar pelo citoplasma até o nucleo celular onde o genoma viral se
estabelece e inicia seu programa de expressao e replicacdo. No caso de virus

considerados de alto risco oncogénico para mucosas, tais como o HPV16, a
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formacdo de lesGes cervicais pode ser facilitada pela infeccdo de células
colunares, que posteriormente podem continuar a formar a camada basal do
epitélio estratificado da zona de transformacao.

Acredita-se que inicialmente o virus mantenha seu genoma como um
epissomo com 50-100 cOpias por célula, na camada basal do epitélio (WILSON,
2002) e durante essa fase as proteinas estruturais do virus ndo sédo produzidas.
Tanto o baixo nivel de expressdo quanto o baixo numero de copias do genoma
devem-se, pelo menos em parte, a presenca de proteinas celulares, presentes
nas células ndo-diferenciadas, que regulam negativamente a expressao de genes
do genoma viral (KLINGELHUTZ et al., 2012) . A infeccao inicial € seguida por
uma fase proliferativa, a qual resulta num aumento no nimero de células da
camada basal albergando epissomos virais (Figura 6). A ligacdo de E2 a
montante da regido reguladora do HPV é necessaria para a replicacdo do DNA
viral, por recrutar E1 com atividade de DNA helicase para a origem de replicacéo
viral (SAKAKIBARA et al., 2011). Alguns estudos sugerem que apesar da
importancia das proteinas E1 e E2 na fase inicial da amplificacdo do genoma viral,
elas sdo dispensaveis para manutencao epissomal, uma vez que o numero de
copias tenha se estabilizado (DOOBAR et al., 2015). Com excecdo da E1 —
helicase, os HPVs dependem da maquinaria de sintese da célula hospedeira para
replicacdo do genoma viral (HELLNER e MUNGER, 2011).

Em condi¢cdes normais, assim que as células do epitélio basal passam pelo
ciclo de replicagdo celular, comegam a formar camadas celulares suprabasais
onde ocorre o processo de diferenciacdo terminal (Figura 5). Para garantir a
progressao do ciclo viral ao longo do epitélio em diferenciagéo, o0 virus necessita

criar um ambiente de replicagcdo que permita a amplificacdo do genoma e a
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montagem dos virions. A despeito do que ocorre no epitélio ndo infectado,
durante a infeccdo pelo HPV, as oncoproteinas E5, E6 e E7 sdo expressas de
modo a interferir na regulacdo normal do ciclo celular e reter a diferenciacao

celular (DOOBAR 2006) (Figura 6).
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Figura 6: Expressdo dos genes virais ao longo do ciclo de infeccdo por HPVs de alto-risco no
epitélio cervical. (PE: Early Promoter; PL: Late Promoter) (Adaptado de DOOBAR et al. 2012).

Para a producdo de virions infecciosos, o genoma do Papilomavirus é
amplificado e empacotado em particulas infecciosas. Uma vez que a amplificacao
do genoma viral tenha sido concluida, ocorre um aumento na atividade do
promotor de expressao tardia (diferenciacdo dependente) e as proteinas
estruturais, L1 e L2, sdo expressas em queratinécitos proximos a superficie apical
do epitélio (Figura 5) (DOOBAR, 2006). O ambiente oxidativo formado nas
camadas superficiais dos queratinocitos mortos (onde naturalmente havera
descamacdo para renovacdo do epitélio) leva a um acumulo progressivo de
pontes dissulfeto entre os mondmeros de L1, formando particulas virais mais
estaveis (CARDONE et al., 2014). A proteina L1 é predominantemente exposta na
superficie na estrutura capsidial montada, diferentemente da distribuicdo

observada para L2 (Figura 7).
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Figura 7: Arranjo das proteinas estruturais L1 e L2 dentro do capsideo viral (HPV16). (A)
Reconstrucdo de um pseudovirus de HPV16 (imagem de crio-EM) (BUCK et al., 2013). (B)
Disposicao da proteina L2 (vermelho) no capsideo viral composto predominantemente por L1
(azul), visdo do interior do capsideo (WANG e RODEN., 2013).

Para que a continuidade do ciclo infeccioso seja garantida, os virus devem
escapar das células infectadas (através do processo de descamacdo da camada
superficial de queratindcitos) e sobreviver no meio extracelular antes da
reinfeccdo (MALIK, 2005). Além disso, algumas mudangas conformacionais no
capsideo sdo necesséarias. Essas mudancas sdo induzidas pela ligacdo do
capsideo a receptores de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) presentes na
superficie celular além da interagcdo com a ciclofilina B (proteina da célula do
hospedeira). Com isso, a por¢cdo N-terminal de L2 torna-se mais exposta e 0s
sitios de ligacdo para a enzima furina (uma pro-proteina convertase) tornam-se
acessiveis (DAY e SCHILLER, 2009). Apos a clivagem, a por¢cédo de L2 exposta
na superficie do capsideo pode se ligar a receptores na superficie celular,
promovendo interacbes que facilitam a internalizacdo dos virions nas células
basais (Figura 8) (WANG e RODEN, 2013).

As caracteristicas do ciclo de infeccéo pelo HPV tém implicagcées importantes
no desenvolvimento da resposta imune por parte do hospedeiro. A auséncia de
sinais necessarios para iniciacdo da resposta imune no epitélio escamosos e o

ciclo viral ndo-litico reduzem a exposicdo do virus ao sistema imune do
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hospedeiro, uma vez que ndo sdo liberados sinais pro — inflamatérios que
atuariam ativando células dendriticas, induzindo a migracdo de mediadores da

resposta imune para o local da infeccdo (KANODIA et al., 2007).
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Figura 8: Eventos iniciais da infeccao pelo HPV no epitélio cervical (Adaptado de WANG e
RODEN, 2013).

2.2.5. A Oncoproteina E5

Embora ainda pouco explorada, comparada as oncoproteinas E6 e E7, a
oncoproteina E5 vem se destacando nos ultimos anos como um possivel antigeno
vacinal para fins terapéuticos devido a sua superexpressdao em lesdes pre-
malignas (KIM et al. 2006).

Essa oncoproteina apresenta 83 aminoacidos, com regides hidrofobicas
bem definidas e agrupadas em um ou mais dominios transmembrana. Tal
composicdo hidrofobica reforca uma conformacdo estavel que fornece uma

interface alternativa para interagdes protéicas (DIMAIO e PETTI, 2013). A proteina
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E5 esta localizada principalmente no complexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico e € expressa nos estagios iniciais da infeccdo pelo HPV
(ASHRAFI et al., 2006). Tendo o receptor do fator de crescimento epidermal como
alvo potencial, E5 aumenta a eficiéncia de imortalidade mediada por E6 e E7, e,
associada a oncoproteina E7, estimula a proliferacao celular (BOULENOAR et al.,
2010). Recentemente tem sido reportado que, assim como as oncoproteinas E6 e
E7 expressas em HPVs de alto risco, E5 pode alterar a expressao génica atraves
da regulacéo celular de miRNAs, como o miR-203 (regulado negativamente por
E5) (GRECO et al., 2011).

Estudos como o de Genther Wiliams et al. (2005), com camundongos
transgénicos, demonstraram que E5 € capaz de alterar o crescimento e a
diferenciacdo do epitélio estratificado e induzir o tumor epitelial, além de conferir
as células a propriedade de crescimento independente de ancoragem.

Dentre as multiplas implicacdes atribuidas a E5, também ja foram
observadas mudancas morfologicas significantes nas células, reorganizacdo do
citoesqueleto de actina, inducdo da formacédo de coil6citos em cooperacdo com
E6 e inibicdo de juncdes de comunicacao intercelular (jun¢cdes gap) (LEWIS,

2008).

Em relacdo a suas implicac6es na resposta imune, ja foi proposto que a
expressdo de E5 regula negativamente o MHC classe |, bloqueando seu
transporte para superficie celular (ASHRAFI et al.,, 2006). A alcalinizagdo do
ambiente intracelular mediada por E5 ao interferir na homeostase do pH do
Complexo de Golgi e inibir a acidificagdo do endossomo, tem conseqiéncias na
estabilidade do complexo formado pelo MHC classe | e o peptideo a ser

apresentado (REICH et al., 1997; GROMME et al., 1999). Através de mecanismos



30

semelhantes, E5 também interfere na exposicao de peptideos via MHC classe I
(ZHANG et al., 2003). Dessa forma, ao influenciar a capacidade do sistema
imunologico de eliminar células infectadas, evidencia-se que E5 pode contribuir
para a evasao imune viral, interferindo na vigilancia desse sistema durante as
fases iniciais da infeccao pelo HPV (KANODIA et al., 2007).

Embora estas atividades ndo sejam necessariamente suficientes para a
manutencao do estado maligno de células infectadas, os estudos realizados até o
momento sugerem que E5 possa desempenhar um papel importante na fase
inicial da carcinogénese (GARNETT e DUERKSEN-HUGHES, 2006).
Quantidades significativas de mRNA de E5 encontradas em lesdes cervicais
intraepiteliais neoplasicas (CIN) reforcam essa idéia (MIURA et al.,2010).
Algumas das acoes de E5 estéo representadas abaixo na Figura 9.
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Figura 9: Atividades de E5 alterando fatores do hospedeiro e controlando a replicacédo e
persisténcia do virus ao longo do epitélio cervical (Adaptado de VENUTI et al. 2011).

Estudos recentes tém mostrado que virus oncogénicos, incluindo o HPV, o
virus da Hepatite C e o Epstein-Barr, induzem eventos de fusdo celular que
contribuem nos estagios iniciais da carcinogénese (DUELLI e LAZEBNIK, 2007).

A proteina E5 do HPV16 apresenta caracteristicas de proteinas fusiogénicas
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como localizacdo em membranas plasmaticas, alto nivel de hidrofobicidade e
habilidade de formar dimeros, e se mostrou necessaria e suficiente para induzir

fusado célula — célula (Gao e Zheng, 2010).

Em vista das atividades que E5 desempenha no desenvolvimento da
carcinogénese cervical, ela vem sendo apontada como um importante mediador
para transformacdo oncogénica (MAUFORT et al. 2010) representando, dessa

forma, um possivel alvo para estratégias terapéuticas (LIAO et al. 2013).

2.3. Tratamentos Atuais e Estratégias de Controle ao Cancer Cervical

Uma vez identificadas lesdes neoplasicas intraepiteliais induzidas pelo
HPV, é indicada a excisdo cirargica dessas lesfes, com o intuito de eliminar as
células anormais pré-cancerosas, procurando minimizar danos a integridade
cervical. Os principais tratamentos propostos para o cancer cervical sdo cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou uma combinacao dessas op¢des. Embora esse tipo
de estratégia seja efetiva para tratar as lesées cervicais, ela ndo tem como alvo a
causa de tais lesdes que € a infec¢ao persistente pelo HPV (STERN et al. 2012).

Quando diagnosticado precocemente, o cancer cervical apresenta grandes
chances de cura (SCHILLER et al. 2012). Para tanto, sdo necessarios programas
eficientes de prevencao e triagem, com a infra-estrutura adequada, para garantir a
prevencdo em niveis satisfatorios. No entanto, esses programas ainda sao
realizados de maneira precaria em paises em desenvolvimento (DE FREITAS et

al, 2012).

Ainda que o monitoramento da ceérvice uterina por meio do exame
Papanicolau e a remocao cirirgica das lesGes resultem numa significativa

reducdo na mortalidade associada ao cancer cervical, ainda ha uma baixa taxa de
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sobrevivéncia em pacientes com cancer cervical persistente ou recorrente, e a
falta de tratamentos inovadores para esses casos limita avancgos significativos no
prognoéstico (STERN et al. 2012). A utilizacdo de biomarcadores (modulacéo da
expressao de alguns miRNAS por oncoproteinas virais, por exemplo) como mais
uma ferramenta diagndstica ou até mesmo com aplicacdo para prognostico sao
alternativas interessantes para auxiliar na conduta meédica para o tratamento
(GRECO et al., 2011). Adicionalmente, a incorporacao de programas de rastreio e
deteccdo precoce do HPV em lesdes cervicais precursoras, aliado ao
desenvolvimento de vacinas tanto preventivas quanto terapéuticas sdo medidas
que tem potencial para a reducdo no numero na incidéncia e mortalidade

associadas ao cancer cervical.

2.4. Vacinacéao e Aspectos imunoldgicos

A implantacdo de vacinas preventivas contra patdgenos virais que infectam
humanos tem um impacto positivo ha saude publica. As vacinas profilaticas contra
a infeccdo pelo HPV apresentam um conceito semelhante ao da vacina contra
Hepatite B, e sdo baseadas em VLPs (Virus-like Particles) compostas pela
proteina estrutural L1 (produzida como proteina recombinante) organizada em 72
pentameros que formam espontaneamente essas estruturas semelhantes ao
virus. Dessa forma, tais vacinas sdo baseadas no conceito de formar uma
estrutura que se assemelha suficientemente ao capsideo dos virions de HPV
nativos de modo que os anticorpos induzidos sejam capazes de reagir e inativar o
virus auténtico (SCHILLER et al. 2012).

Desde 2006, uma vacina quadrivalente (Gardasil/Silgard®, Merck & Co.,
Whitehouse Station, NJ USA) que abrange os tipos 6, 11 (baixo risco), 16 e 18 e

uma bivalente — 16 e 18 - (Cervarix®, GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
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Belgium) foram licenciadas em cerca de 100 paises e até o inicio de 2012,
programas nacionais de vacinacao ja haviam sido introduzidos em pelo menos 40
paises (STERN et al. 2012). Dentro desse contexto, em 2014 o Brasil passou a
disponibilizar pelo SUS a vacina profilatica quadrivalente.

Deve-se considerar, no entanto, que essas vacinas sado direcionadas
apenas a mulheres que ndo entraram em contato com 0 virus, visto que em
muitos casos de neoplasias cervicais associadas ao HPV, as células infectadas
nao expressam niveis detectaveis dos antigenos do capsideo viral (L1 e L2). Além
disso, as principais regides de superficie expostas na proteina L1 compreendem
uma série de alcas hipervariaveis que divergem entre diferentes tipos de HPV em
resposta a uma pressao seletiva imposta pelo sistema imune do hospedeiro; com
isso, anticorpos gerados contra um tipo de HPV se ligam fracamente a outros
tipos de HPV (DOOBAR et al., 2015). Essa resposta tipo - especifica tem uma
implicancia importante no contexto das vacinas profilaticas que oferecem uma
protecdo cruzada limitada. A vacina distribuida no Brasil, por exemplo, engloba os
HPVs de alto risco oncogénico -16 e -18, que sdo os mais prevalentes a nivel
global, mas deixa de fora outros tipos com potencial oncogénico como -31 e -33,
gue em diferentes regiées ocupam o segundo lugar como mais frequente (SILVA
et al., 2012). Embora tenha sido relatada protecéo-cruzada parcial contra tipos de
HPVs ndo contemplados pelas vacinas licenciadas, a significancia clinica dessa
protecdo parcial permanece incerta (SCHILLER et al., 2012).

Ainda que uma vacina nonavalente (que além dos tipos incluidos na
quadrivalente também inclui VLPs dos HPVs - 31, 33, 45, 52 e 58) tenha sido

desenvolvida e esteja sendo testada (JOURA et al.,, 2015), deve-se levar em
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conta que o custo de producéo de vacinas como esta ainda € elevado e limita sua

implantacdo em paises em desenvolvimento.

Diante deste quadro, é evidente a necessidade de desenvolver vacinas
profilaticas alternativas. Um alvo interessante para esse tipo de abordagem é a
proteina estrutural L2, que é imunogénica e cuja regido N-terminal é altamente
conservada entre tipos de HPV, podendo elicitar resposta imune neutralizante
cruzada (WU et al., 2015). Uma das explicacdes para essa conservacdo em L2 &
o fato de que essa proteina esta menos exposta no capsideo, ao contrario dos
loops superficiais de L1 que formam os epitopos neutralizantes das VLPs
(RODEN et al., 2001). Uma vez que a resposta humoral gerada seria direcionada
contra epitopos de L2 lineares, tais vacinas pan-HPV podem ser baseadas em
peptideos produzidos em bactéria tendo, portanto, um custo de producdo menor e
uma vida Gtil mais longa (HELLNER e MUNGER, 2011). Um ponto importante a
ser considerado é que em VLPs compostas por L1 e L2, a resposta humoral
gerada nos ensaios de imunizacdo é predominantemente voltada para L1. Por
essa razao, o desafio no desenvolvimento de vacinas baseadas em L2 é utilizar o
melhor método para expor essa proteina ao sistema imune e manter, em longo
prazo, os niveis de anticorpos neutralizantes contra os epitopos de L2 (WANG e

RODEN, 2013).
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2.4.1. Vacinas Terapéuticas

Abordagens alternativas as existentes se fazem necessarias no cenario
atual, dado o expressivo humero de pessoas ja infectadas, a eficacia limitada dos
tratamentos atuais e a baixa adesao a vacinacao preventiva (STERN et al. 2012).

Vacinas com potencial ndo so profilatico como também terapéutico tem
sido objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa nos ultimos anos
(TRIMBLE et al., 2009; SU et al. 2010). As vacinas terapéuticas tém como alvo
infeccbes ja estabelecidas e visam reduzir as lesdes tumorais provocadas pelo
virus e impedir a progressao tumoral nas células do epitélio cervical infectadas,
reforcando a imunidade celular adaptativa mediada por células T HPV -
especificas e podem ter um impacto mais imediato na reducédo da incidéncia do
cancer cervical (LIN et al. 2010). Células TCD8* desempenham um papel critico
na resposta a células infectadas por virus; assim, uma vacina com enfoque
terapéutico para lesdes provocadas pelo HPV é dependente da geracdo da
resposta de células TCD8+ contra as células infectadas com o HPV (BAGARAZZI
et al. 2012) (FiguralO).

Nesse sentido, um largo espectro de estratégias vacinais com esse
enfoque vem sendo desenvolvidas incluindo vetores virais recombinantes, vacinas
de DNA, vacinas baseadas em proteinas ou peptideos recombinantes e vacinas
baseadas em células dendriticas (SU et al. 2010); algumas dessas ja estdo sendo
testadas em ensaios clinicos e pré-clinicos (BOLHASSANI et al., 2009; KAWANA
et al., 2012). Aléem disso, o desenvolvimento de uma vacina combinada
(profilatico-terapéutica) poderia oferecer uma combinacdo interessante de um

impacto mais imediato e efetividade a longo-prazo (QIAN et al. 2006).
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Figura 10: Resumo da resposta imune gerada mediante vacinagdo anti-HPV. As vacinas
profilaticas séo focadas na resposta imune humoral: células B se ligam as VLPs e sdo ativadas por
linfécitos T CD4* (céluas T auxiliares), diferenciando-se em plasmdcitos que secretam anticorpos
neutralizantes que induzem protecdo contra HPV. Em contrapartida, a vacinacao terapéutica é
voltada para a imunidade mediada por células e envolve a interacédo entre células apresentadoras
de antigeno que apresentam os complexos peptideo-MHC a células T naive que se tornarao
células efetoras CD4* se apresentadas via MHC classe Il, ou CD8* se apresentadas via MHC
classe I. As células CD4* se diferenciam em células T auxiliares que atuam aumentando a resposta
imune CTL ou ativam células B produtoras de anticorpos. (Adaptado de Lin et al., 2010)

2.4.2. VLPs e Capsbmeros como Plataformas Vacinais

Estudos acerca das estruturas secundarias formadas pela proteina L1
(Figura 11A) permitem o desenvolvimento de formas alternativas para a
exposicdo de antigenos vacinais. Alteragdes nos 10 primeiros residuos da regido
N-terminal ou nos 30 ultimos da regido C-terminal de L1 sdo toleradas e podem

ocorrer sem afetar a montagem das particulas virais (CHEN et al. 2001). Por outro
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lado, alteracbes em regibes criticas para as interacdes entre as estruturas
intermediarias ao capsideo, impedem a formacdo dos virions, mas podem
preservar a formacédo dos capsémeros (pentameros compostos por monémeros
da proteina L1). Esses capsdmeros apresentam similaridades antigénicas com o
virion de HPV nativo, podem induzir linfocitos citotoxicos contra L1
(OHKSCHLAGER et al. 2003) e tem mostrado capacidade de induzir altos titulos
de anticorpos neutralizantes e resposta imune celular mediada por linfécitos T
através de imunizacdo oral, intranasal e imunizacdo; tendo também mostrado
protecdo contra papilomavirus oral em cédes (SCHADLICH et al., 2009).

A geracdo de VLPs ou capsémeros quiméricos contendo residuos de
antigenos heterélogos seja na regido C-terminal ou em loops expostos na
superficie dos monémeros de L1, vem sendo descrita em diversos estudos
(VARSANI et al, 2003; SLUPETZKY et al. 2001). J4 foi evidenciado que a
proteina L1 com delecdo C-terminal dos ultimos 30 aminoacidos fusionada a
oncoproteina E7 com delecdo N-terminal de 60 aminoacidos pode produzir VLPs
guiméricas que induzem uma resposta humoral neutralizante (BIAN et al., 2008).
Nesse mesmo estudo, camundongos imunizados com capsémeros produziram
resposta mediada por células contra ambas as proteinas L1 e E7 do HPV16.
Dessa forma, proteinas quiméricas resultantes da insercdo de epitopos das
oncoproteinas E5, E6 ou E7 em L1 podem permitir a inducdo de uma resposta
imune profilatico-terapéutica.

Além da regidao C-terminal, a hélice h4 de L1 vem sendo estudada para
apresentacao antigénica de epitopos heterdlogos (MURATA et al. 2009). Ainda
que a delecdo de h4 elimine a habilidade de L1 formar VLPs, a montagem dos

capsdmeros é mantida (BISHOP et al. 2007). Desse modo, epitopos inseridos
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dentro do dominio h4 podem ser imunogénicos quando apresentados no contexto

dos capsémeros (MURATA et al. 2009).

(A) , (8)

\
/

Y
\

/
Residuos de cisteina

(©)

Figura 11: Monémero de L1 e capsdmeros. (A) Mondmero de L1, evidenciando as regibes C-terminal
e N-terminal, além dos residuos de cisteina que formam ponte dissulfeto entre os pentameros
(Adaptado de MODIS et al., 2002). (B) Dominio h4 do mondémero de L1 (HPV-16), onde a estrutura
h4 estd exposta para fora do plano do diagrama. (C)Vista lateral de um capsdmero (pentdmero), 0s
residuos de cisteina estdo destacados em amarelo. (D) Vista superior de um capsdmero, onde cada
mondmero é representado com uma cor diferente (Adaptado de BUCK et al., 2013).
2.5. Sistemas para Expressao Heteréloga

Atualmente mais de 150 proteinas recombinantes com aplicacédo
terapéutica sdo aprovadas pelas agéncias de vigilancia tanto americana quanto
européia (FDA - Food and Drug Administration-e Agéncia Européia de

Medicamentos), para diferentes indicagfes clinicas. Aproximadamente um terco

dessas proteinas aprovadas é produzido em Escherichia coli, colocando esse
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microorganismo como principal hospedeiro para producao desses recombinantes
(HUANG et al.,, 2012). E. coli tem sua biologia molecular e caracteristicas
genéticas bem descritas e 0 grande numero de estudos acerca desse organismo
como sistema de expressao facilita o conhecimento e o cumprimento das normas
de seguranca e qualidade definidas pelas autoridades que regulam o uso in vivo
de proteinas heterélogas para fins terapéuticos.

A producéo de proteinas recombinantes em E. coli € menos dispendiosa e
mais facil de ser manipulada que em outros sistemas de expressao (GOPAL e
KUMAR, 2013). Alguns aspectos podem ser ponderados quando se pretende
expressar uma proteina em E. coli e sdo pontos passiveis de otimizacéo,
incluindo a linhagem celular utilizada, o vetor de expressao (atentando para o
namero de copias, método de inducdo e promotor), traducdo da proteina
(estabilidade do mRNA e codon usage), expressao citoplasmatica (formacéo de
corpos de inclusdo e protocolos de solubilizacdo de proteinas), secrecao
periplasmatica e/ ou extracelular, e fermentacdo como método de producdo em
larga escala (HUANG et al., 2012). Apesar da ocorréncia de problemas
relacionados a auséncia de uma maquinaria para modificacdes pos-traducionais,
a habilidade da E. coli em acumular proteinas recombinantes em até 80% do seu
peso seco contribui com a preferéncia desse sistema de expressdo para uma
ampla gama de aplica¢cdes (PACHECO, et al, 2011).

Sistemas baseados em células de mamifero (MOSSADEGH et al., 2004),
inseto (ROSE et al., 1993), leveduras (NEEPER et al.,1996; COIMBRA et al.,
2011), bactérias (AIRES et al., 2006; MA et al., 2007) e plantas (MACLEAN et
al., 2007; HASSAN et al., 2014) tem sido usados para a expressao de L1 e

producdo de VLPs ou capsdmeros. As atuais vacinas preventivas baseadas em
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VLPs séo produzidas em células de levedura (Gardasil) e em células de inseto
(Cervarix) (SCHILLER et al. 2012). Embora esses sistemas sejam bem
estabelecidos quando se visa a producdo de proteinas recombinantes em larga
escala, eles apresentam custos de producédo e distribuicdo elevados quando
comparados ao sistema de expressao bacteriano, por exemplo, que apresenta
melhor custo-beneficio, facil manipulacdo e bom rendimento (ANDERSEN e
KRUMMEN, 2002).

Uma abordagem alternativa para reduzir substancialmente o custo de
producdo das vacinas é o emprego dos capsémeros de L1 substituindo as VLPs.
O emprego de capsbmeros de L1 produzidos em Escherichia coli tem
demonstrado sucesso na inducdo de anticorpos em modelos animais (LI et al.
1997; ROSE et al. 1998). Além disso, vacinas baseadas em capsémeros sao
estaveis em temperatura ambiente ndo necessitando de refrigeracdo, o que pode
facilitar a logistica e os custos de armazenamento e distribuicdo dessas vacinas

(LIN et al. 2010).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho visou a producédo de proteinas quiméricas baseadas em
E. coli no intuito de, posteriormente, avaliar a formagdo de capsOmeros e a

imunogenicidade dessas estruturas formadas.

3.2. Objetivos Especificos

e Clonagem das construcbes baseadas na insercao de epitopos de E5
substituindo epitopos na hélice h4 e na porcdo C-terminal (34 dltimos
aminoacidos) de L1, além da inser¢cdo de epitopos de L2 também
substituindo uma porcédo da regido h4 e da sequéncia da proteina L1 do
HPV16, sem modificacdes, em vetores de expressao bacteriana;

e Expressao dos genes recombinantes em linhagens de Escherichia coli;
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4. Material e Métodos

4.1. Materiais
4.1.1. Genes

Os genes recombinantes utilizados nesse estudo foram o gene L1 de
HPV16 (Gl:27752860) e constru¢cdes quiméricas (Figura 12) que se baseiam na:
(I) substituicdo de epitopos da oncoproteina viral E5 (aminoacidos 25-33; CHEN
et al.,, 2004) em diferentes regides da proteina L1 (algca h4 e regido C-terminal),
com potencial para geracdo de antigenos profilatico-terapéuticos, (Il) substituicdo
de epitopos da proteina estrutural L2 (aminoacidos 56-75) (KONDO et al., 2008)
na regido da alca h4 da proteina L1, para avaliacdo de possivel neutralizacdo
cruzada. A amplificacdo dos referidos genes foi realizada a partir do genoma viral
(HPV16) previamente clonado em vetor pBR322 sem otimizacdo de codons. A
construcdo das quimeras foi feita através de PCR de fusdo, seguida de

subclonagem em vetor pGEM-T Easy (Promega) (MARIZ, tese em preparacao).

. -
1. Liwt 5 — h4 J4AA [ F
2. L1ES (h4) 5 —| ES 34AA |- =
3. L1E5(34) 5 — ha T -
a Q2 s [L2] [32aA |- =

Figura 12: Desenho esquematico dos genes de estudo. Todos 0s genes apresentam sitios de
restricdo para as enzimas Xbal e EcoRV na regido 5 e para Hindlll na regido 3. 1. Gene L1
selvagem, sem modificagBes (1544pb). 2. Substituicdo na regido da alca h4 de L1 por epitopos do
gene E5 (1538pb). 3. Substituicdo na regido C-terminal de L1 referente aos ultimos 34 aminoacidos
por epitopos do gene E5 (1514pb). 4. Substituicdo na regido da alca h4 de L1 (1526pb) por
epitopos do gene L2.
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4.1.2. Vetores

Os genes de interesse clonados em pGEM-T Easy (Promega) foram
subclonados nos vetores de expressdo pAE (RAMOS et al., 2004) e pGEX4T-3
(GE Healthcare), no intuito de permitir a producdo e purificacdo das proteinas
recombinantes em Escherichia coli. O vetor pAE (Figura 13) apresenta
caracteristicas de ambos os vetores do qual € derivado (pET-His e pRSETA):
tamanho pequeno (2,8Kb), expressdo de tag de Histidina (6XHIS) N-terminal e
producdo de alto niumero de copias de plasmideo por célula. Adicionalmente, o
referido vetor tem sistema de controle transcricional baseado no gene T7 RNA

polimerase e apresenta o0 gene de resisténcia a ampicilina como marca de

selecéao.
__Hind IT1
\T'? term
//" ) \
; \
pAE
@ 2.8 kb
=
BglII Pvull Ncol BstBI
6xXHis Xhol BamHI XhoI Pstl EpnI EcORI HindIII
ATGCATCACCATCACCATCACCT GGATCCGLACCTGCAGATCT CTGGTACCATSGAATTCGARGCTTC
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| (I |
b
b
]
s

Figura 13: Mapa do vetor pAE (RAMOS et al., 2004)
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Por outro lado, o vetor pGEX4T-3 (4,9 kb) tem GST (Glutathione S-
transferase), 26KDa, como proteina de fusdo N-terminal e a expressao dos genes
clonados nesse vetor esta sob o controle do promotor tac que é induzivel por
IPTG (isopropil-B-D-galactosideo), assim como o promotor T7 presente no pAE

(Figura 14).

Narl(4307) (ac_pro(4448, 4477

IN13_pUC, <

EcoRV(4117)
Hpal(4173)

Apal(3878) Xhol(953)
Notl(939)
Eagl(939)

lacy

Aatli(1244)

Q
PstI(1921)

Figura 14: Mapa do vetor pGEX4T-3 (GE Healthcare)

4.1.3. Linhagens de Microorganismos

Diferentes linhagens de Escherichia coli foram utilizadas nos experimentos

de clonagem e expressao dos recombinantes, como descrito no Quadro 2.



45

Quadro 2: Gendtipos e aplicacdes das cepas de E. coli utilizadas no estudo

LINHAGEM GENOTIPO APLICACAO
Propagacao de DNAs plasmidiais provenientes das
F- mcrA A(mrr-hsdRMS- ligacdes de produtos de PCR no vetor pGEM-T Easy
mcrBC)¢ 80/acZA M15 e de plasmideos com alto nimero de cépias. As
Topl0 AlacX74 recAl araD139A mutacdes endAl e recAl sdo vantajosas por eliminar
(araleu)7697 galU galK rpsL | degradacéo pela endonuclease | e reduzir ocorréncia
(StrR) endAl nupG de recombinacéo nao-especifica, levando a uma

insercdo mais estavel.

Alto nivel de expressao de proteinas recombinantes
com promog&o de uma estabilidade aumentada dos

FrompT hsdS(re” me") gal transcritos de RNAm. Sistema de expressao baseado

BL21 DE3

dem A(DE3) no promotor T7, sendo a adicdo de IPTG necessaria
para induzir a expresséao das proteinas heterélogas.
(F- ompT hsdSs Apresenta as mesmas caracteristicas e aplicacdes

gue a cepa BL21, além de compensar os tRNAS para
(rs mg’) gal dem (DE3) 0s c6dons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA que
pRARE (CamR) sdo os codons menos freqlientes em E. coli.

Rosetta DE3

4.1.4. Meio de Cultura e Condicdes de Cultivo

Para as etapas de transformacéo, repigue e inéculo foi utilizado o meio de
cultura Luria-Bertani (LB) que apresenta a seguinte composicao: triptona 1%,
extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%, adicionando 100 pg/mL de Ampicilina. Para
meio solido, foi acrescentado 1,5% de agar. A temperatura de incubacdo para
cultivo foi 37°C, overnight. Durante os ensaios de inducdo, o pré-inoculo e o
inoculo foram cultivados a 37°C e ap6s a adicdo de IPTG a temperatura foi

mantida a 25°C.

4.1.5. Solugbes e Tampoes
Solugdes para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo descrito por
SAMBROOK et al (1989): Solucéo |: Tris-HCI 25mM, EDTA (Acido Tetracético

Etilenodiamina) 10mM, glicose 50mM, &gua destilada estéril; Solucdo Il: NaOH
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0,4N, SDS 2%;Solucéo Ill: acetato de potassio 5M, acido acético glacial, agua
destilada esteéril.

Tampao de corrida para eletroforese de DNA: TAE 10x: Tris base 400mM,
acido acético 190mM, EDTA 10mM pH 7.6.

Solucdes para SDS-PAGE: Tampéao de corrida (10x, pH 8.6): Tris 25mM,
SDS 0,1%, glicina 192mM; Tampédo de Amostra 2X (L2x): Tris-HCI (pH 6.8 -
0.5M), glicerol 100%, SDS 10%, Azul de bromofenol,2-Mercaptoetanol;
Coomassie Brilliant Blue: azul de Coomassie-blue G-250 0,05%, metanol 45%,
acido acético 10% e agua destilada estéril 45%; Solucdo descorante: Acido
acético 7%, metanol 25% e agua destilada estéril 68%.

Solugbes para transferéncia e Western blot: Tampéao de transferéncia: Tris
60mM, Glicina 48mM, SDS 10%, metanol 20%; Solucéo tampao TBS (Tris-Salina)
10x: Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M pH 7.6 (para solucdo de lavagem com TBS-
Tween, diluir 1:100 e acrescentar 100uL de Tween para 1L de TBS 1x); Solucéo
de bloqueio: leite 5% diluido em TBS-Tween.

4.1.6. Géis para Eletroforese de DNA e de Proteinas

Para realizacéo de eletroforese para DNA foram utilizados géis de agarose
a 1% com o tampao TAE 1X. Foi adicionado ao gel solucdo de brometo de etideo
(0,5 ug/ml) para promover visualizacdo das bandas de DNA através de um
transluminador de luz ultravioleta. O material foi aplicado junto com tampéo de
amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador de 1Kb (Gene
Ruler DNA Ladder, Loading Dye e agua milliQ).

Os géis de poliacrilamida para SDS-PAGE foram preparados com
concentracédo de 12,5%. As amostras do extrato protéico foram ressuspendidas

em tampao desnaturante (L2x) e aquecidas a 75°C (10 minutos) ou 95°C (5
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minutos). Foi empregado o tampdao de corrida para SDS-PAGE 1X. As corridas de

eletroforese foram realizadas com fonte de tensao constante e ajustavel por cerca

de 90 minutos, 35mA. Para visualizacdo das bandas de proteinas, os géis foram

corados com Coomassie Brilliant Blue. Como referencial para analise das bandas

de proteinas, foi utilizado marcador de peso molecular Page Ruler Prestained

Protein Ladder (ThermoScientific).

4.1.7. Enzimas

presente trabalho estdo relacionadas na Quadro 3.

Quadro 3: Enzimas e reacdes

As enzimas e as condi¢des das reacdes enzimaticas utilizadas ao longo do

% SITIO DE ~
REACAO ENZIMAS FABRICANTE CLIVAGEM TEMPERATURA | VOLUME | DURACAO
EcoRV Promega GATAATC 37°C
Hindll Fermentas | AMAGCTT 37°C
Digestéo Neol Fermentas CrCATGG 37°C 20puL 3h ou
overnight
N o
sall Promega G TCGAC 37°C
Smal Promega | ccengea 25°C
4°C ou
temperatura
Ligacdo Tf‘ DNA Promega - ambiente (de 10uL 3h ou
ligase overnight
acordo com a
duracéo)
4.2. Métodos

4.2.1. Clonagem no vetor pAE

As construcdes plasmidias contendo os genes de interesse clonados em

pPpGEM-T Easy (Promega) foram digeridas com as enzimas de restricAo Ncol e

Hindlll, escolhidas apos analise dos sitios de restricdo presentes no vetor pAE.

ApoOs a digestao, os genes foram purificados do gel de agarose com o kit Wizard
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SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). O mesmo procedimento foi
utilizado para o vetor pAE. Uma vez digeridos e purificados, os insertos e o vetor
foram submetidos a reacéo de ligagéo (tabela 3) sob acdo da enzima T4 ligase,
seguindo orientagcdes do fabricante, numa proporcdo 5:1 (inserto:vetor) e 0s
plasmideos resultantes da reacdo foram usados como agente transformante para
Escherichia coli (Top10). Resumidamente, o protocolo de transformacgéao utilizado
consistiu das seguintes etapas: os produtos da reacdo de ligacdo (10uL) foram
adicionados a 50uL de células quimiocompetentes (previamente tratadas com
CaClz), homogeneizados e mantidos no gelo por 25 minutos; passado esse
periodo de incubacéo, as células foram submetidas a um choque térmico (42°C)
por 5 minutos. Apés o choque, as células foram mantidas no gelo por mais 5
minutos e entdo foi adicionado 800uL de meio LB sem antibiotico, com posterior
incubacédo a 37°C por 1 hora. As células foram entéo centrifugadas a 1200 rpm e
aliquotas de 200puL foram semeadas em placas de LB com ampicilina.

As colbnias resistentes a ampicilina foram selecionadas e repicadas para
triagem das coldénias com os recombinantes, com subsequente inoculo e extracao
do DNA plasmidial (segundo protocolo descrito por SAMBROOK et al., 1989). A
confirmacdo da clonagem se deu por analise dos fragmentos obtidos apos o
tratamento das moléculas de DNA resultantes com enzimas de restricao e analise
dos insertos gerados. Foram preparados preservados dos clones confirmados

(500pL de Glicerol 100% + 500pL de cultura), com acondicionamento a -80°C.

4.2.2. Inducéo da Expressao Génica

Os plasmidios recombinantes portando cada construgdo -Llwt, L1L2,
L1E5(h4) e L1E5(34)- foram transformados (conforme metodologia ja descrita) em

E. coli BL21 e Rosetta, com posterior repique das colonias resultantes. Os
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ensaios de inducdo foram feitos inicialmente em cultura de 2mL conforme o
seguinte protocolo inicial: 100uL de cultura overnight em meio LB com ampicilina
foram inoculados em 2mL de meio com antibiético; apds 2 horas de crescimento
(37°C, 150rpm) foi adicionado IPTG como agente indutor numa concentracgéao final
de 0,3mM e a cultura foi mantida a 25°C, por 4h (150 rpm). Ao fim do periodo de
inducao foram feitas aliquotas de 500uL e 1mL para posterior analise tanto por
visualizacdo em SDS-PAGE, quanto por Western blot. As aliquotas de 500uL e
1mL foram centrifugadas (12000 rpm; 5 minutos), os sobrenadantes resultantes
da centrifugacdo foram descartados e o0s sedimentos (pellets) foram
ressuspendidos em 100uL e 200uL do tampéao desnaturante (L2x) e submetidas a
banho-maria a 95°C por 5 minutos. Também foram retiradas aliquotas (500uL) de
cada cultura antes da adicdo do agente indutor, servindo como controle nao
induzido. Uma linhagem recombinante contendo o vetor pAE sem inserto também
foi induzida para ser usada como controle negativo nos experimentos de
imunodeteccéo.

Ao longo das analises dos resultados obtidos foram feitas modificagcdes no
protocolo-piloto de inducdo e preparo das amostras. Foram testadas
concentracfes de IPTG de 0,4 e 0,5mM, além de aumento no tempo de inducao
de 4h para aproximadamente 20h em culturas de 20mL, mantendo-se a
temperatura de incubacdo em 25°C. As amostras passaram a ser aguecidas a
75°C por 10 minutos. A alteracdo na temperatura e tempo para lise das amostras
se deu com objetivo de melhorar o padréo de corrida.

Além das mini-indugdes, foi realizada indugdo em um volume maior de
cultura (100mL) com objetivo de recuperar uma maior quantidade de material para

posterior purificacdo usando resina de niquel (resina Ni-NTA agarose Qiagen). As
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amostras foram induzidas com 0.5mM de IPTG, por 4h a 25°C. O pellet foi
ressuspendido em 4 mL de tamp&o de lise (Tris 20mM, NaCl 50mM, CaClz 2mM,;
pH 7.5), e a lise se deu por ciclos de congelamento (5 ciclos de 10 minutos, -
80°C) e descongelamento (temperatura ambiente). O protocolo de purificacéo foi
executado de acordo com orientacfes do fabricante. Ao longo do processo foram
retiradas as seguintes aliquotas para posterior checagem (através de SDS-PAGE

e western blot): lisado, fracdo ndao-adsorvida, lavagens (3) e eluicbes (3).

A avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi feita
inicialmente por meio de andlise de SDS-PAGE. Os géis de poliacrilamida
(12,5%) foram corados com Coomassie Brillant Blue para permitir a visualizacao

das bandas.

4.2.3. Analise da Expressao Heterdloga por Western Blot

ApoOs visualizacdo do extrato protéico total das amostras induzidas, em
SDS-PAGE, foram realizados ensaios de Western blot para confirmacédo da
producdo das proteinas. As amostras foram submetidas a eletroforese por 90
minutos, 35mA, seguida por transferéncia (25V, 35 minutos) para membrana de
PVDF (Fluoreto de Poliviniideno) em cuba de transferéncia semi-seca. A
eficiéncia da transferéncia foi checada através da coloracdo da membrana com
Ponceau-S. A imunodeteccdo foi realizada apds bloqueio da membrana com
solugéo de leite 5% em TBS-Tween, hibridizacdo com anticorpo monoclonal anti-
L1 de HPV-16 Camvir® (Chemicon®) e hibridizagdo com anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase. As diluicdes (em solugéo
bloqueio) de anticorpo primario testadas ao longo dos experimentos foram de

1:2000 e 1:3000, e para o anticorpo secundario foram de 1:5000 e 1:10000.
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Foram realizadas duas etapas de lavagem das membranas com TBS-Tween 1X
(trés incubacbes por 10min em cada etapa), entre as incubagbes com o0s
anticorpos primario e secundario, bem como antes da revelacdo da reacdo. Os
tempos de incubacdo em solucéo de bloqueio testados foram de 60 minutos e 90
minutos a temperatura ambiente ou por 16 horas a 4°C. A incubacdo com
anticorpo primario foi realizada durante 3 e 4 horas a temperatura ambiente ou
por 16 horas a 4°C. Ja as incuba¢des com anticorpo secundario ocorreram por 1
hora em todos os experimentos. Como controle positivo foi usado uma amostra do
extrato protéico de uma linhagem recombinante de Pichia pastoris expressando a

proteina L1 de HPV-16 (MARIZ et al. 2015).

Para revelacdo da reacdo, utlizou-se substrato quimioluminescente
baseado em trés reagentes: Luminol e lodofenol, ambos da SigmaAldrich®, e
peréxido de hidrogénio comercial. Para visualizagdo da reacdo
quimioluminscente, empregou-se filme Amersham Hyperfiim ECL e reagente

Dektol (Kodak), e solucbes de acido acético para fixacao.

4.2.4. Clonagem e expressao utilizando o vetor pGEX4T-3

Ao longo dos experimentos e mediante dos resultados obtidos, algumas
otimizacdes foram realizadas, com o objetivo de melhorar os niveis de expressao
obtidos. Algumas dessas altera¢gdes ja foram mencionadas como troca da cepa a
alguns parametros de cultivo, como sumarizado no quadro 4. Desse modo, além
do vetor pAE, as construcdes foram clonadas no vetor pGEX4T-3 com objetivo de
comparar os perfis de expressao utilizando cada vetor. Os genes foram retirados
do vetor pGEM-T Easy através de digestdo com as enzimas EcorV e Sall. O vetor

pPGEX4T-3 foi digerido com as enzimas Smal e Sall. Apos digestéo e purificacao,
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0s insertos e o vetor foram submetidos a reacdo de ligacdo e utilizados para
transformacdo de células E. coli ToplO, conforme protocolo descrito
anteriormente.

A inducdo e analise da expressdo foram executados nas mesmas
condicOes descritas nos topicos 4.2.3 e 4.2.4.

Quadro 4: Otimizacdes realizadas ao longo dos experimentos

Fatores Alteracodes
Vetor PAE —» pGEX 4T-3
Proteina de Fusao His-tag — GST-tag
Linhagem celular BL21—> Rosetta
Parametros de cultivo Tempo, concentracéo de IPTG, temperatura de incubacao

4.2.5. Analise da ocorréncia de coédons raros

O numero de cédons raros nas sequéncias dos genes do presente estudo
foi calculado utilizando o “Rare Codon Calculator (RaCC)”, que € uma ferramenta
online disponivel em http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/. Tal ferramenta fornece
0 numero de coédons que codificam os aminodcidos: Arginina, Leucina, Isoleucina
e Prolina, que sdo os cdédons que ocorrem em menor freqtiéncia em E. coli (Kane
1995). Essa investigacao foi feita com o objetivo de observar se o nimero total de
coédons raros influencia de alguma forma a expressdo dos genes, atentando
particularmente para os cdédons de Arginina (AGA e AGG) que, assim como seus
tRNAs cognatos, sdo os menos freqientes em E. coli e tem mostrado associagao
com erros traducionais e baixos niveis de expressao (Calderone et al, 1996;

Burgess-Brown et al.2008). Além do nimero de cédons Arg, sdo mostradas suas
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posicbes dentro da sequéncia e 0 numero de repeticbes duplas e triplas em
tandem.

4.2.6. Solubilizac&o dos corpos de inclusédo

A inducdo da producdo de proteinas heterélogas em E. coli pode levar a
formacdo de agregados protéicos insoliveis denominados corpos de incluséo.
Para acessar as proteinas presentes nesses agregados se faz necessario adotar
protocolos de solubilizacdo. O protocolo seguido no presente trabalho foi
adaptado de Lai e Middelberg (2002). Apés inducdo da expressdo dos genes
clonados no vetor pAE, utilizando-se IPTG 0,3mM, por 20h a 25°C, culturas de
15mL (E. coli BL21) foram centrifugadas a 5000rpm por 15 minutos e o pellet
resultante da centrifugacéo foi ressuspendido em 600uL de Tampao de Lise (Tris
50mM — pH 8.0; EDTA 6 mM; 0,21mM PMSF). A lise celular se deu através de 5
ciclos de congelamento (-80°C, 5 minutos) e descongelamento (temperatura
ambiente), com posterior centrifugagdo a 10000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante (lisado) foi armazenado a -20°C e o sedimento foi submetido a trés
lavagens para remocdo de contaminantes sollveis. 1° lavagem: 1mL do Tampéao
A (pH 8.0) composto por Tris 200mM; NaCl 100mM; 1% Triton X-100. 2° lavagem:
1mL do Tampéo A + Ureia 2M. 3° lavagem: 1mL solucdo Tris 50mM (pH 8.0).
Entre cada lavagem foram realizadas centrifugacbes de 10000 rpm por 10
minutos. O pellet resultante da centrifugacdo da ultima lavagem foi ressuspendido
em 600uL de Tampao de Solubilizagdo (Tris 50mM — pH 8.0; DTT 50mM; Ureia
8M; PMSF 0,1mM) e centrifugado nas mesmas condi¢cdes dos passos anteriores.
Adicionalmente, apds essa Ultima centrifugacdo o pellet foi ressuspendido
novamente em 600uL de Tampao de Solubilizacéo e incubado por 2h a 25°C sob

agitagdo, com posterior centrifugacdo. Os sobrenadantes de cada etapa: extrato
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protéico total (lisados), lavagens e extratos solubilizados foram armazenados a -
20°C até o momentos da analise por SDS-PAGE. Para aplicacdo das amostras
foram feitas aliqguotas de 60uL e adicionado o tampao de amostra L2x, numa
proporcao de 1:1. As amostras foram, entdo, aquecidas e aplicadas (30uL) em gel

de poliacrilamida (12,5%).
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5. Resultados

5.1. Clonagens pAE
Apéds andlise dos sitios de restricdo, os genes clonados no vetor pGEM-T

Easy e o vetor pAE sem inserto foram digeridos com as enzimas Ncol e Hindlll, e
posteriormente purificados (Figura 15-a e 15-b). Dessa forma, os fragmentos de
interesse e o0 vetor passaram a apresentar terminais coesivos, o que possibilitou a
insercao dos genes e a obtencado das construgdes por meio de reacao de ligagcao
com a enzima T4 DNA ligase. Células E. coli Top 10 quimiocompetentes
transformadas com aliquotas da reacdo de ligagdo mostraram-se resistentes a
ampicilina quando submetidas a selecdo em placa. As linhagens recombinantes
obtidas foram submetidas a extracdo plasmidial e analises de restricdo enzimatica

confirmaram a correta obtencéo dos vetores de expressao (Figura 15-c).

Figura 15: Clonagens pAE. Digestdes Ncol e Hindlll; Eletroforese em gel de agarose 1% em
tampéo TAE; (A) Clones pGEM-T Easy; (B) Purificacdo das digestdes dos clones pGEM-T Easy
e vetor pAE (sem inserto — 3Kb); (C) Clones pAE. M- Marcador Ladder Gene Ruler 1Kb
ThermoScientific. Ordem das amostras para os trés géis: 1- L1wt (1544bp), 2-L1L2 (1538bp), 3-
L1E5(h4) (1514bp), 4-L1E5(34) (1526bp).

5.2. Producéao e Deteccéao das Proteinas em E. coli BL21

Apbs confirmagéo da clonagem dos genes de interesse em pAE, aliquotas
dos vetores de expressdo foram empregadas para transformacéo de E. coli BL21

e alguns clones foram selecionados para os ensaios de inducao da expresséo das
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proteinas heterdlogas. Inicialmente, a avaliacdo da producao das proteinas foi
feita por analise dos geéis de poliacrilamida corados com Coomassie. Como
mostrado na Figura 16, ndo foi possivel observar diferenca no padrdo de
expressdo quanto a presenca de bandas em torno de 55 kDa (peso molecular
esperado tanto para a proteina L1 selvagem quanto para as quimeras) quando
comparamos as amostras de extrato protéico provenientes de células induzidas
com as nao-induzidas, bem como com bactérias transformadas com o vetor sem

inserto (usado como controle negativo de expressao).

L1wt L1L2 L1E5(h4) L1E5(34) PAE
A

Figura 16: SDS-PAGE 12,5% (corado com Coomassie) do extrato proteico de células de E. coli
BL21 induzidas com IPTG 0.3mM versus Extrato de células ndo-induzidas transformadas com cada
construcdo; M — marcador de peso molecular pré-corado PageRuler™ (ThermoScientific). Tomando
como base o marcador, a banda de referéncia para o tamanho esperado para as proteinas € a de
55KDa.

A confirmacédo da producao das proteinas recombinantes ocorreu por meio
de imunodeteccdo, empregando o anticorpo monoclonal CamVir (anti-L1 de
HPV16) com posterior hibridizacdo com anticorpo secundario anti-lgG de

camundongo conjugado a peroxidase e revelacdo da reacdo por


http://www.abcam.com/hpv16-l1-antibody-camvir-1-ab69.html
http://www.abcam.com/hpv16-l1-antibody-camvir-1-ab69.html
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quimioluminescéncia. Ao longo dos experimentos foi necessario otimizar as
condicbes de preparo e aplicacdo das amostras visando melhorar o padrdo de
corrida observado a partir dos extratos proteicos. Nesse sentido, foram testados
modos diferentes de lise, mudando a temperatura (de 95°C para 75°C) e o tempo
de aquecimento das amostras (de 5 para 10 minutos), além do ajuste na
quantidade de tampao desnaturante (L2x) usado para ressuspender os pellets
resultantes da inducdo. Tais alteracbes melhoraram o padrdo de corrida,
diminuindo o rastro nas amostras que havia sido observado tanto no SDS-PAGE
guanto nos experimentos de Western blot subsequentes.

No intuito de melhorar os niveis de expressdo, também foram realizados
ajustes nas concentracdes de IPTG e tempo de inducdo. As concentracdes de
IPTG utilizadas variaram de 0.2mM a 0.5mM, mas nao foi observada diferenca
marcante na expressao. Os primeiros ensaios de inducdo foram realizados por
4h, a 25°C, e posteriormente, foi testado protocolo com tempo de inducdo
prolongado (20h), mantendo-se a temperatura usada. Esse prolongamento do
periodo de inducdo ndo resultou em notavel aumento nos niveis de expressao,
comparando a aliquota retirada apés 4 horas de inducdo e a aliquota apés
inducé&o overnight (Figura 17).

A producédo da quimera L1E5(34) foi detectada apenas apds a adocao do
protocolo de inducgéo por tempo prolongado. De todas as constru¢des analisadas,
apenas a quimera L1E5(h4) ndo teve sua expressao detectada. As demais
proteinas recombinantes apresentaram tamanho molecular de aproximadamente
55KDa como esperado e em concordancia com a proteina observada na amostra

controle positivo (linhagem de P. pastoris expressando L1 de HPV16).
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Figura 17: Western blot com o extrato proteico de culturas BL21 induzidas (IPTG 0.3mM)
durante 4h (A) e 20 horas (B). C-: extrato proteico de células induzidas transformadas com
vetor pAE (vetor sem inserto). C+:Lisado L1wt (Pichia pastoris, ind. 48h). Anticorpo primério:
CamVir (1:3000), e secundario: anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:5000). A
seta vermelha indica a banda de referéncia para o tamanho esperado para as proteinas
(55KDa).

Com o objetivo de recuperar uma maior quantidade de material para
purificacdo das proteinas recombinantes, um ensaio de inducdo em maior escala
(100mL) foi realizado. A purificacdo foi feita por cromatografia de afinidade,
usando resina de niquel (Ni-NTA agarose Qiagen). Tal procedimento é aplicavel
uma vez que o vetor pAE fusiona cauda de poli-histidina as proteinas
recombinantes. Foram retiradas aliqguotas de cada etapa do processo (lisado,
fracdo ndo-adsorvida, lavagens e elui¢cdes), entretanto ndo foram visualizadas
bandas referentes as proteinas purificadas nas aliquotas das eluicbes apos
analise de SDS-PAGE corado com Coomassie. As analises por western blot com
tais amostras forneceram deteccdo apenas das proteinas nas aliquotas referentes

ao lisado protéico e fragdo ndo-adsorvida (Figura 18).
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Figura 18: SDS-PAGE e Western blot com amostras referentes as etapas do processo de
purificacdo por resina de niquel. (A) SDS- PAGE 12% (B) Western blot (Anticorpo primario:
CamVir (1:3000), e secundario: anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase). 1: Lisado
(Extrato total), 2: Fracdo ndo-adsorvida, 3: Lavagem-1, 4: Lavagem-2, 5: Eluicdo 1, 6: Eluigcéo 2.
A seta indica a banda de referéncia para o tamanho esperado para as proteinas (55KDa).

5.3. Andlise da ocorréncia de cédons raros

Visando analisar as sequéncias dos genes quanto a presenca de codons
considerados raros para E. coli, foi utilizada a ferramenta online RaCC. Os
resultados gerados estdo dispostos na Tabela 1. O numero total de codons foi
semelhante entre as quatro sequéncias, diferindo apenas em Llwt que
apresentou um ndamero maior que as demais. Nesse tipo de andlise é importante
atentar para o niumero de cédons Arg que sdo os menos frequentes em E. coli e,
de acordo com o numero e disposi¢cdo dentro da sequéncia, podem acarretar
problemas na sintese protéica. Esses cédons estdo mais densamente distribuidos
entre os primeiros 40 e 300 nucleotideos, mas ndo foram encontrados formando

repeticbes em tandem.
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Tabela 1: Resultado da analise das sequéncias a respeito da presenca de cédons raros

, REPETICOES  NUMERO
NUMERO
TAMANHO DE POSICAO DOS (DUPLASOU = TOTAL
GENE (pb) CODONS CODONS Arg TRIPLAS)DOS ~ DE
! CODONS Arg  CODONS
g EMTANDEM  RAROS
41 71 74, 144, 252,
Liwt 1544 11 258, 263, 315, 365, 410, i 33
485
41,71, 74, 144, 252,
L1L2 1526 10 258, 263, 315, 365, 479 - 31
41,71, 74, 144, 252,
L1E5(h4) | 1538 10 258, 263, 315, 365, 483 - sl
L1E5(34) | 1514 10 41,71,74, 144, 252, ] 31

258, 263, 315, 365, 419

5.4. Producdo e Deteccédo das Proteinas em E. coli Rosetta DE3

Os mesmos clones utilizados na transformacéo de células de E. coli BL21,

foram utilizados nos experimentos com Rosetta DE3. Essa nova cepa compensa

tRNAs para os codons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA comumente usados

em eucariotos, mas raramente utilizados por E. coli. A Figura 19 mostra o

resultado do western blot feito com os extratos induzidos por IPTG 0,3mM (4h,

25°C). A membrana foi incubada com os mesmos anticorpos e nas mesmas

condicbes dos experimentos anteriores. O padrao de expressao observado foi

semelhante aos que ja haviam sido obtidos utilizando-se a linhagem BL21.
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Figura 19: Western blot com o extrato proteico de culturas Rosetta DE3. Inducao: IPTG
0.3mM, por 4h. C-: extrato proteico de células induzidas transformadas com vetor pAE (vetor
sem inserto). C+:Lisado L1wt (Pichia pastoris, ind. 48h). Anticorpo primario: CamVir (1:3000),
e secundario: anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:5000). A seta vermelha
indica a banda de referéncia para o tamanho esperado para as proteinas (55KDa).
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5.5. Clonagens e Inducéo da expresséo com o vetor pGEX4T-3
Outra estratégia adotada nas otimizacbes dos niveis de expressao foi a
clonagem dos genes de interesse em outro vetor de expressdo: o pGEX4T-3, que
também levou a alteracdo no promotor(Tac) e na proteina de fusdo (GST). Para
tanto, os genes foram retirados do pGEM-T Easy através de digestdo com as
enzimas EcoRV e Sall, e clonados utilizando os sitios Smal e Sall (Figura 20).
Mesmo com enzimas diferentes, a ligacdo inserto-vetor foi possivel porque o

padrao de corte gerado por EcCoRV e por Smal geram terminais blunt (cegos).

1,5Kb

Figura 20: Clonagens pGEX4T-3. Digest6es Xbal e Hindlll; Eletroforese em gel de agarose
1% em tampéao TAE; M- Marcador Ladder Gene Ruler 1Kb ThermoScientific. pGEX4T-3 (4,9
Kb), Llwt (1544bp), L1L2 (1538bp), L1E5(h4) (1514bp), L1E5(34) (1526bp).

Uma vez confirmadas as clonagens, os recombinantes foram utilizados
para transformar células de E. coli BL21. As colbnias crescidas em placas LB com
ampicilina foram repicadas e posteriormente utilizadas nos inoculos nos ensaios
de inducédo. Os extratos foram induzidos em 20mL de cultura com IPTG 0,3mM,
por 4h a 25°C. A andlise pés-inducédo se deu por SDS-PAGE e Western blot,
conforme mostrado na Figura 21. Apenas L1wt foi detectada nesse ensaio, com

uma banda acima de 72KDa (marcador) referente a fusdo de L1lwt com GST e
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outra banda com cerca de 55KDa que correspondente a L1wt ndo fusionada a

GST.
95ko?_ 57> A R “‘5\\\“\ \_XQ.S\'*A\
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Figura 21: Western blot com o extrato proteico de culturas BL21 (Clones pGEX4T-3). Indugéo:
IPTG 0.3mM, por 4h. C-: extrato proteico de células induzidas transformadas com vetor
pPGEX4T-3 (vetor sem inserto). C+:Lisado L1wt (Pichia pastoris, ind. 48h). Anticorpo primario:
CamVir (1:3000), e secundério: anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:5000).
Seta superior: L1 + GST = 81KDa. Seta inferior: L1wt = 55KDa.

5.6. Solubilizagéo dos corpos de inclusédo

O protocolo utilizado para solubilizacdo dos corpos de inclusdo empregou
fortes agentes desnaturantes (uréia 8M) e redutores (DTT 50mM). Quando se
compara o perfil de bandas a partir do gel de poliacrilamida entre o extrato
protéico obtido apés a lise e o extrato solluvel, observa-se uma banda com peso
molecular aproximado de 55KDa que € o0 peso esperado para as proteinas do
presente estudo presente com mais intensidade no extrato soluvel (Figura 22). Tal
resultado indica que € possivel recuperar uma quantidade maior de proteina

utilizando tal metodologia.
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Figura 22: SDS-PAGE (12,5%) corado com Azul de Coomassie a partir do lisado do extrato
protéico total (L) e extrato soluvel (S) de culturas de 15mL em células de E.coli BL21 (Clones
PAE) induzidas por IPTG 0.3mM, por 20h.
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6. Discussao

Dada a importancia de se buscar estratégias vacinais alternativas, é
fundamental que elas tenham como base plataformas de producdo com menor
custo-beneficio, que possam atingir mulheres ja infectadas pelo HPV, com ou sem
desenvolvimento de lesdes pré-malignas. Diante dessas necessidades, além de
vacinas profilaticas, abordagens de vacinas com enfoque terapéutico também
vem sendo estudadas. As oncoproteinas E6 e E7 tém sido mais exploradas como
antigenos terapéuticos, com graus variados de sucesso (SCHILLER et al. 2012).
Em contrapartida, a oncoproteina E5 vem se destacando como um alvo promissor
para a imunizacao genética por conta da sua superexpressao nos estagios iniciais
do cancer cervical (CORDEIRO et al., 2015). A producdo desses antigenos
vacinais alternativos em sistema procarioto € uma plataforma interessante por
apresentar alto rendimento aliado a um baixo custo de producéo.

Tendo isso em mente, o presente trabalho visou a producdo de proteinas
guiméricas baseadas na insercdo de epitopos de E5 substituindo epitopos na
hélice h4 e na porcdo C-terminal (34 dltimos aminoacidos) de L1, além da
insercao de epitopos de L2 também substituindo uma porcao da regido h4 e da
producdo da proteina L1 do HPV-16, sem modificacdes. As quimeras L1E5 (h4) e
L1E5(-34) foram desenvolvidas no intuito de induzir uma resposta imune tanto
humoral (profilatica) por parte de L1, quanto celular (para fins terapéuticos) devido
a E5. Estratégia semelhante foi empregada por Bian et al. (2008), onde uma
quimera composta por L1 e E7 (C-terminal) foi produzida em E. coli e utilizada em
ensaios de imunizagdo em camudongos, exibindo propriedades profilatico-
terapéuticas. Em contrapartida, uma vez que epitopos da regido N-terminal de L2

apresentam a propriedade de gerar uma protecao cruzada entre diferentes tipos



65

de HPV (JAGU et al. 2009), a proteina resultante da fusdo L1L2(h4) visou a
formacdo de capsbmeros com exposicdo de epitopos de L2 em h4 com objetivo
de gerar uma resposta imune neutralizante cruzada. Embora alguns trabalhos ja
tenham relatado a expressao da proteina L1 do HPV16 em E. coli (ZHANG et al.
1998; CHEN et al. 2001; ZHENGHAI MA et al. 2007), as constru¢cdes quiméricas
do presente trabalho foram produzidas pela primeira vez em sistema de
expressao procarioto.

Para tanto, foi realizada a clonagem dos genes Llwt, L1L2, L1E5(h4) e
L1E5(-34) no vetor de expressao bacteriano pAE, células de E. coli BL21 foram
transformadas com os clones obtidos, com subseqientes ensaios de inducéo por
IPTG para producdo das proteinas recombinantes. A principio, apenas as
proteinas L1iwt e L1L2 tiveram sua producdo detectada ainda que em baixos
niveis quando comparadas ao controle positivo, fazendo-se necessario buscar as
possiveis causas desses baixos niveis e aplicar metodologias que visassem
melhorar os resultados encontrados.

Uma das vantagens em utilizar E. coli para expressdo de genes
heter6logos € a facilidade de manipulacdo do sistema no intuito de otimizar o
rendimento protéico. Alguns aspectos podem ser pontos-chaves passiveis de
alteracdo como: o vetor, a linhagem celular, as condicbes de cultivo, o codon
usage, entre outros.

Sob a regulacdo de promotores fortes, como o T7 e tac, presentes em
alguns vetores de expressao, genes heterdlogos podem ser expressos em altos
niveis em E. coli. No entanto, essa alta expressdo pode ndo ser prontamente
observada nos experimentos de deteccdo da proteina produzida pos-inducéo.

Quando ha uma producdo muito elevada da proteina recombinante em bactérias,
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parte da proteina produzida pode apresentar falhas em seu dobramento devido a
incapacidade em alcancar a conformagdo nativa ou em interagir com
moduladores de dobramento em tempo habil (SOREHSEN e MORTENSEN,
2005). Como consequéncia desse desequilibrio, essas proteinas podem formar
agregados insoluveis (corpos de inclusdo) ou serem encaminhadas para
degradacdo (BANEYX e MUJACIC, 2004). Ambos os eventos podem estar
relacionados aos baixos niveis de producédo observados no presente estudo.

Em relacdo a formacao desses corpos de inclusdo, alguns aspectos devem
ser ponderados. Entre os fatores que levam a ocorréncia dessas estruturas estao:
a geracdo de produtos téxicos, a instabilidade do mRNA, a auséncia de
modificacdes pods-traducionais necessarias a proteina-alvo e a saturacdo da
maquinaria celular de dobramento protéico (IDICULA-THOMAS e BALAJI, 2004) .
Apesar de esses agregados serem biologicamente inativos, uma gama de
proteinas terapéuticas, como interferons e interleucinas, sdo produzidas na forma
de corpos de inclusdo e depois recuperadas (GRAUMANN e PREMSTALLER,
2006). Existem algumas vantagens na deposicdo de proteinas nesses agregados:
eles sdo estaveis, resistentes a atividade de proteases in vivo e apresentam uma
composicao relativamente homogénea (VENTURA et al., 2006). Dessa forma, foi
adotado um protocolo de lise e solubilizacdo com agentes redutores e
desnaturantes, semelhante ao empregado por Lai e Middelberg (2002) que
produziu L1 em E. coli e a recuperou a partir dos corpos de inclusdo. Tal
metodologia mostrou-se adequada para a extracdo das proteinas a partir desses
corpos de inclusdo, mas deve ser confirmada mediante western blot.
Adicionalmente, se faz necessario o emprego de protocolos que promovam a

remontagem da estrutura nativa das proteinas, formando os capsémeros.
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Em contrapartida, também € necessario atentar que as proteinas
recombinantes encontradas em corpos de inclusdo estdo muitas vezes em um
estado conformacional inadequado e o refolding das proteinas recuperadas dos
agregados requer consideraveis otimizacdes que podem variar bastante de
acordo com cada proteina alvo.

Portanto, € desejavel buscar métodos que minimizem a agregacao e
aumentem a solubilidade das proteinas produzidas. Ajustes nas condi¢cdes de
cultivo para indugéo da expressao em E.coli podem auxiliar nesse processo. Uma
das estratégias utilizadas € adotar um periodo de inducao prolongado, em baixas
temperaturas (GOPAL et al. 2013), criando um ambiente favoravel a estabilidade
e ao padrdo correto de dobramento das proteinas. O crescimento em baixas
temperaturas leva a uma significante reducdo na degradacdo das proteinas
produzidas (KHOW e SUNTRARACHUN, 2012). Nesse sentido, foram realizados
ensaios de inducdo durante 20 horas, a 25°C em culturas de 20mL. ApoOs essa
alteracdo, a proteina L1E5(34) passou a ser detectada. Quanto as demais
proteinas, no entanto, ndo foi observada notavel diferenca na expressdo quando
comparados com 0s extratos protéicos induzidos durante 4 horas.

Outra metodologia comumente utilizada para aumentar a solubilidade das
proteinas recombinantes € a clonagem do gene de interesse em vetores com
proteinas de fusdo, como GST (Glutationa S-Transferase) (CHENG e LEE, 2010;
GOPAL et al 2013). Partindo desse principio, os genes do presente estudo foram
clonados no vetor pGEX-4T-3 que tem GST como proteina de fusdo N-terminal.
ApoOs a confirmacgdo da clonagem, procedeu-se os experimentos de inducdo nas
condicdes ja otimizadas para o vetor pAE. Embora existam evidéncias da

influéncia da fusao de tags N-terminal na solubilidade de proteinas recombinantes
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(IDICULA-THOMAS e BALAJI, 2004), apenas a proteina Llwt reagiu com o
anticorpo utilizado nos ensaios de imunodeteccdo, formando uma banda com
cerca de 80KDa referente a L1 (55KDa) fusionada a GST (26KDa).
Adicionalmente, outra banda referente a L1 n&o-fusionada também foi detectada
no mesmo ensaio. A mudancga no vetor levou a troca no promotor (T7 para tac),
além da tag de fusdo mas tais alteracdes ndo foram suficientes para provocar
diferenca na solubilidade e rendimento protéico. Outros trabalhos ja haviam
utilizado o vetor pGEX para expressar L1 em E. coli (CHEN et al., 2001; MA et al.,
2007). Baixos niveis de expressdo de L1 também foram encontrados por
Zhenghai Ma e colaboradores (2007). Nesse trabalho, para aumentar a
expressdo, os primeiros 129 nucleotideos do gene L1 foram deletados e tal
delecdo gerou aumento significativo na producdo da proteina em E. coli
comparando-se a expressdo obtida com o gene selvagem. Essa modificacédo
parece ter implicacbes na expressao e consequente rendimento da proteina
produzida, uma vez que regido alterada tem sido relacionada a elementos
inibitérios no MRNA de L1 (COLLIER et al., 2002).

Além dos pontos jA mencionados, o codon usage também tem uma
implicacdo pratica importante nos niveis de expressao obtidos em E. coli.
Frequéncia elevada de cdédons pouco utilizados pela célula hospedeira pode
ocasionar uma terminacdo prematura da traducdo ou uma incorporacado de
aminoacidos equivocada, formando polipeptideos truncados (TEGEL et al., 2013)
que podem ser alvo de degradac&o intracelular (BANEYX e MUJACIC, 2004). E
necessario, desse modo, analisar a sequéncia do gene recombinante quanto ao
namero de cbédons raros presentes. Uma maneira de solucionar esse tipo de

questdo € otimizar a sequéncia nucleotidica de acordo com os coédons
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preferencialmente utilizados pela célula hospedeira. Alternativamente, a linhagem
de E. coli Rosetta DE3 apresenta tRNAs que codificam os aminoacidos Arginina,
Leucina, Isoleucina e Prolina que ocorrem em menor frequéncia nesse organismo
(KANE 1995), podendo ser uma ferramenta mais pratica e barata que a
otimizacao da sequéncia inteira (ROSANO e CECCARELLI, 2009; HUANG et al.,
2012).

Em um estudo comparativo realizado por Tegel et al. (2013), genes com
mais de oito codons raros em E. coli foram mais prontamente expressos na
linhagem Rosetta DE3, quando comparada a BL21. As sequéncias dos genes
recombinantes do presente estudo foram analisadas quanto a presenca de
codons raros através do “Rare Codon Calculator (RaCC)” e todas apresentaram
no minimo 30 codons raros, pelo menos 10 desses correspondentes a codons
Arg. E importante atentar para as trincas que codificam Arginina (AGG e AGA)
visto que elas ocorrem numa frequéncia inferior a 1% em E. coli (KANE 1995).
Diante de tal resultado, mostrou-se pertinente utilizar a linhagem Rosetta DE3
para expressdo dos genes recombinantes como modo de aumentar o rendimento
protéico. Os clones obtidos com o vetor pAE foram usados na transformacéo
dessa nova linhagem celular e induzidos conforme protocolos ja estabelecidos
para BL21. No entanto, os resultados observados mediante Western blot ndo
mostraram diferenca expressiva comparado ao que ja havia sido obtido utilizando
E. coli BL21.

Ao longo dos experimentos de imunodeteccdo, além da deteccdo das
proteinas de interesse que apresentam em torno de 55 KDa, também foram
observadas algumas proteinas de baixo peso molecular (43 KDa — 30 KDa). Visto

que estas proteinas reagiram positivamente com o CamVir e que tal evento ndo
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foi observado no controle negativo (vetor sem inserto), sugere-se a ocorréncia de
protedlise intracelular das proteinas recombinantes investigadas (ZHENGHAI MA
et al. 2007). Esse padrdo é recorrente em outros trabalhos que expressaram L1
de HPV16 tanto em E. coli (LAl et al. 2002; MA et al 2007) quanto em outros
sistemas de expressdo como ceélulas de inseto (ROSE et al, 1993) e levedura
(MARIZ et al., 2015), por exemplo. Tal padrédo observado foi recorrente nos
experimentos com diferentes tempos de inducdo, linhagens e vetores de
expressado, sendo, provavelmente, relacionado a caracteristicas nas sequéncias
das proteinas em questdo. Alguns dos estudos que detectaram essas proteinas
de peso molecular inferior a L1 atribuem esse evento a ocorréncia de cédons de
iniciacao alternativos (KOZAK 1983) dentro das sequéncias. Ainda que ATG seja
0 cbdon de iniciacao classico, ele ndo € Unico e corresponde a apenas 83% dos
cédons de iniciacdo em E. coli e os cédons GTG (Val) e TTG (Leu), que
correspondem a 14% e 3%, respectivamente, também podem ser reconhecidos
pelo formil-Met-tRNA. Aponta-se que, a ocorréncia de sitios criticos para iniciacao
da traducdo dentro da regido codificante de genes heter6logos in frame com o
quadro de leitura do gene em questdo, pode gerar proteinas truncadas
(JENNINGS et al., 2016).

Uma producédo eficiente e em ampla quantidade é necessaria quando se
pretende desenvolver estudos bioquimicos, estruturais e funcionais da proteina de
interesse. Além disso, obter a proteina purificada L1, bem como as quimeras,
seria ideal para os posteriores ensaios de montagens dos capsémeros. Por essa
razdo, além de ensaios preliminares em culturas de menor escala para triagem
dos clones recombinantes, ensaios de inducdo em grande escala seguidos da

purificacdo das proteinas sdo demandados. Tendo isso em mente, foi realizada
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inducdo em 100mL de cultura com objetivo de purificar as proteinas de estudo
através de cromatografia de afinidade, utilizando resina de niquel. Tanto nas
andlises por SDS-PAGE corado com Coomassie, quanto por Western blot, foi
possivel observar niveis detectaveis da proteina apenas nas amostras do lisado e
fracdo ndo-adsorvida, sugerindo que nao houve uma ligacdo eficiente das
proteinas fusionadas a His-tag com a resina. Problemas no procedimento de
purificacdo com baixo rendimento das proteinas recombinantes conjugadas a His-
tag podem ocorrer em virtude de uma conformacao inadequada ou nao exposi¢cao
dessa proteina de fusdo quando fusionada a L1 (MARIZ, 2012), o que prejudicou
tanto a ligacdo com a resina de niquel, quanto o reconhecimento da tag pelo Anti-
His em experimentos de imunodeteccao (resultado ndo mostrado).

A comparacdo da producdo das proteinas recombinantes do presente
estudo em outros sistemas de expressao é valida. Todos os genes do presente
estudo estdo sendo expressos, em paralelo, em Leishimania tarentolae (MARIZ,
tese em prepraracdo). Embora, a producédo da proteina L1E5(h4) ndo tenha sido
detectada nos experimentos de western blot realizados a partir de extratos de
culturas de E. coli, essa proteina foi detectada em culturas celulares utilizando L.

tarentolae como organismo hospedeiro.


https://www.google.com.br/search?newwindow=1&espv=2&q=leishmania+tarentolae&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwit0uL1-vnKAhXDQZAKHfC-DiMQvwUIGigA
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7. Conclusdes

Os resultados obtidos até o presente momento demonstram a producao
dos antigenos recombinantes, com excecdo da proteina L1E5(h4), utilizando
Escherichia coli como sistema de expressdo sendo uma alternativa as
plataformas que vem sendo trabalhadas atualmente para a producdo de
antigenos vacinais para o HPV.

Algumas estratégias foram empregadas para melhorar os niveis de
producdo das proteinas, como alteracdes nas condicbes de cultivo, vetor e
linhagem celular, entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas
mediante as otimizacdes

Desde que se tenham obtido as proteinas, devem ser empregadas
metodologias para purificacdo de L1 e das quimeras além de protocolos para
montagem e purificacdo dos capsémeros que podem ser feitas através de
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose. Os capsémeros produzidos serao
validados em futuros ensaios imunoldégicos quanto a capacidade de induzir

respostas imunes profilaticas e terapéuticas em animais desafiados.
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