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RESUMO

O papilomavirus bovino (BPV) é um virus altamente disseminado no mundo capaz
de infectar rebanhos bovinos e provocar a papilomatose bovina, infeccdo que
debilita a saude do animal e pode resultar em morte. O Brasil possui 0 maior
rebanho comercial do mundo, tendo grande destaque na exportacdo de carne
bovina e na producéo de leite, contudo a falta de dados precisos sobre a doenca
ainda sdo escassos o que dificulta o desenvolvimento de medidas de controle da
infeccdo. Além disso, ndo existe uma vacina ou tratamento efetivo para
papilomatose bovina. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo a
producdo de cassetes para expressdo de diferentes antigenos de BPV1 em
linhagens recombinantes de Leishmania tarentolae baseadas em um vetor de
expressdo nao comercial. As quimeras foram construidas mediante PCR de fuséo a
partir do gene L1 selvagem clonado previamente no vetor de expressao pPGKAS.
Através de eletroforese em gel de agarose foi observado a construcdo de
fragmentos com tamanho aproximado de 1500 pb, indicando que houve a fusdo dos
dois fragmentos produzindo uma quimera no tamanho esperado. As construcdes
foram clonadas no vetor pGEM-T Easy e a correta construcdo dos insertos foi
confirmada por digestdo e analise de sequenciamento de DNA. Posteriormente, as
quimeras foram subclonadas no vetor de expressdo pSPaaNEO, sendo a clonagem
novamente confirmada mediante digestdo enzimatica. Os resultados demonstram
gue os cassetes de expressdao foram corretamente construidos e podem ser
utilizados em estudos futuros de avaliacdo da expressao proteica das quimeras no

sistema de Leishmania tarentolae.

Palavras-chave: BPV. PCR de fuséo. Loops. Quimeras. Clonagem



ABSTRACT

The bovine papillomavirus (BPV) is a highly disseminated virus in the world capable
of infecting cattle herds and causing the bovine papillomatosis infection that weakens
the health and can result in death of those animals. Brazil has the largest commercial
herd in the world, with great emphasis on the export of beef and milk production, but
the lack of accurate data on the disease are scarce which makes difficult the
development of control measures for the disease. The present work aimed at the
production of cassettes for the expression of different BPV1 antigens in recombinant
Leishmania tarentolae lines based on a non-commercial expression vector. The
chimeras were constructed using fusion PCR from wild L1 gene previously cloned
into the expression vector pPGKA3. Using agarose gel electrophoresis it was
observed construction fragments with approximate size 1500 bp, indicating that there
was a fusion of the two fragments producing a chimera with the expected size. The
constructions were cloned into pGEM-T Easy vector and the correct construction of
the inserts was confirmed by digestion and DNA sequence analysis. Later, the
chimeras were subcloned into the pSPaaNEO expression vector, and the cloning
was again confirmed by enzymatic digestion. The results demonstrate that the
expression cassettes were correctly constructed and could be used in future studies
evaluating the protein expression of the chimeras in the Leishmania tarentolae

system.

Key-words: BPV. Phusion PCR. Loops. Chimeras. Cloning
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9 ANEXOS



1 INTRODUCAO

A infeccao pelo Papilomavirus bovino (BPV) esta amplamente distribuida pelo
mundo, sendo relatada em todos os cinco continentes. Quando persistente, a
infeccdo debilita a salde do animal e pode levar a morte, provocando
consequentemente a diminuicdo da produtividade dos rebanhos (MAEDA et al,
2007). Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(2014), o Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo o maior
exportador de carne bovina e sexto maior produtor de leite. Apesar disso, dados
epidemioldgicos precisos sobre a papilomatose bovina sdo escassos, 0 que acarreta
a subnotificacdo do numero de casos (COMENALE, 2012), dificulta o
desenvolvimento de medidas para o controle da doenca e potencializa as perdas

econdmicas para os criadores.

Por se tratar de uma infeccéo viral, € de grande valor o desenvolvimento de
abordagens imunizantes, seja profilatico ou terapéutico, para o controle da
papilomatose bovina. Além do suporte sobre a pecuaria, 0os estudos relacionados a
infeccdo pelo BPV séo Uteis para a saude humana uma vez que o bovino serve
como modelo experimental natural, melhor que o modelo murino, para o estudo da
infeccdo pelo HPV em humanos (MAEDA et al, 2007; BORZACCHIELLO;
ROPERTO, 2008).

Baseado nisso, o desenvolvimento de uma nova plataforma biotecnoldgica
para controle do papilomavirus bovino utilizando a Leishmania tarentolae como
sistema de expressdo, permitiria a producdo de particulas semelhantes ao virus
(virus-like particles — VLPs) do BPV que serviriam como uma estratégia profilatica
para a doenca. A utilizacdo de VLPs quiméricas com base nas proteinas do
capsideo viral L1-L2 e L1-E5, sendo E5 a principal oncoproteina viral expressa
durante o inicio do desenvolvimento das lesGes, apresentaram a capacidade de
conferir, respectivamente, protecdo cruzada contra os diferentes tipos de BPV e,
protecdo profildtica e terapéutica aos animais. (WAKABAYASHI et al, 2002;
SCHELLENBACHER et al, 2009; SHARMA et al, 2012).

Quando comparado com as plataformas das vacinas anti-HPV utilizando
leveduras e células de insetos, o sistema baseado em L. tarentolae apresenta um

potencial para produzir os antigenos a um menor custo, uma vez que as células de
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L. tarentolae apresentam elevada taxa de crescimento em meios de cultivo mais
simples, alto rendimento de producdo de proteinas recombinantes, além da
facilidade de producdo das mesmas (BASILE; PETICCA, 2009; RAYMOND et al,
2011). Explorado como um vetor vacinal vivo contra a leishmaniose visceral e a
imunodeficiéncia adquirida provocada pelo HIV, a L. tarentolae serviria também
como vetor para terapia ao expressar a proteina E5 do BPV (BOLHASSANI,;
ZAHEDIFARD, 2012; BRETON et al, 2005; MIZBANI et al, 2010). Por isso, 0 sistema
de L. tarentolae seria um candidato atrativo para o desenvolvimento de estratégias
profilaticas e terapéuticas contra as doencas relacionadas ao papilomavirus.

O presente trabalho tem como objetivo a producdo de cassetes para
expressao de diferentes antigenos de BPVL1 - resultantes da fusdo do gene L1 com
epitopos de E5 - em linhagens recombinantes de Leishmania tarentolae baseadas

em um vetor de expressao ndo comercial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Papilomavirus bovino

Virus da familia Papillomaviridiae, os papilomavirus (PVs) comp&em um
grupo bastante heterogéneo de virus, estando associado a diferentes tipos de lesdes
epiteliais especificas (de VILLIERS et al., 2004). S&o virus pequenos, nao
envelopados que medem de 45-55 nm de diametro e apresentam um DNA circular
de fita dupla com aproximadamente 8000 nucleotideos complexados com histonas
celulares (CORTEGGIO et al, 2013). O capsideo é formado por 72 subunidades
denominadas capsdmeros ou pentameros apresentando uma conformacgao
icosaédrica, que confere uma morfologia esférica (Figura 1) quando observado por

meio de microscopia eletronica (de VILLIERS et al., 2004).

<
L]

Figura 1. Estrutura do papilomavirus. A) Representacdo esquematica da estrutura do capsideo dos
papilomavirus (Fonte: Wolf et al., 2010). B) Eletromicrografia de papilomavirus bovino (Fonte: Garcea
e Chen, 2007).

Os PVs infectam tanto os humanos quanto diferentes espécies animais,
podendo causar lesdes hiperproliferativas (verrugas, papilomas ou condilomas)
benignas nas mucosas e tecidos cutaneos (CORTEGGIO et al, 2013). Essas lesdes
tendem a regressdo causada pela agcdo de uma resposta imunolégica celular do
organismo do hospedeiro contra os antigenos virais (O'BRIEN; CAMPO, 2003). Sob
determinadas circunstancias, a infec¢ao induzida por tipos especificos de PV conduz
a transformacgéo das lesdes benignas em canceres malignos e, portanto, os PVs sé@o

considerados agentes oncogénicos (CORTEGGIO et al, 2013).
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Os papilomavirus séo classificados nos diferentes géneros a partir da analise
da ORF L1 altamente conservada, de maneira que um PV é considerado um tipo
diferente se a L1 apresentar menos que 90% de similaridade com outro PV. Os tipos
de PV sao agrupados em géneros com os membros do género apresentando entre
si similaridade maior que 60% (BERNARD et al., 2010). Os PVs pertencentes a um
mesmo género geralmente possuem hospedeiros, localizacdo e caracteristicas
comportamentais semelhantes. Atualmente, mais de 280 tipos de papilomavirus
foram identificados em 35 géneros (RECTOR; VAN RANST, 2013; de VILLIERS,
2013).

Os tipos mais estudados de papilomavirus sdo o humano (HPV), o bovino
(BPV) e o de coelho (CRPV) (CAMPO, 1997). Cerca de 170 tipos de HPVs ja foram
identificados e classificados em 5 géneros: alfa-, beta-, gamma-, mu-, e nu-PV. Em
contraste, apenas 13 tipos de BPVs séo atualmente descritos, sendo os diferentes
genotipos classificados em 4 géneros: Deltapapillomavirus (BPV-1, -2, -13),
Dyoxipapillomavirus (BPV-7), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e -8) e, Xipapillomavirus
(BPV-3, -4, -6, -9, -10, -11 e -12) (RECTOR; VAN RANST, 2013). Isso é devido,
principalmente, ao fato de que o Papilomavirus humano é extensivamente estudado
guando comparados com outros PVs animais (MUNDAY, 2014). Outros critérios,
além de andlises filogenéticas, podem ser utilizados na classificacdo dos BPVs. Tais
classificacdes tém como propdsito fornecer um melhor enfoque clinico, uma vez que
seguem critérios de tropismo tecidual e caracteristicas histopatolégicas das lesdes,
por exemplo, os Delta-BPVs séo classificados como PVs cutaneos, os Xi-BPVs séo
epiteliotrépicos e o Epsilon-BPVs sdo cuténeos e epiteliotropicos (BOCANETI et al.,
2016).

O BPV é um grupo de virus epiteliotrépico espécie-especifico que possuli
como principal hospedeiro o bovino, entretanto, diferentes evidéncias discutidas por
Freitas et al. (2011) apontam que o BPV é o Unico PV capaz de transpassar a
barreira da especificidade pelo hospedeiro e infectar outras espécies como bufalos,
girafas, equinos, antas, antilopes, bisdes e felinos. Os Delta-PVs sdo uma excecao,
sendo bem reconhecidos como capazes de infectar multiplas espécies. O BPV do
tipo 1 (BPV-1) e tipo 2 (BPV-2) representam um caso conhecido de infeccéo cruzada
entre espécies, infectando equideos, bufalos e bisontes (SILVESTRE et al, 2009;
TOMITA et al, 2007; FREITAS et al., 2011; MUNDAY, 2014).
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2.2 Estrutura e Organizagdo do Genoma do BPV

O BPV (Figura 2) possui um genoma contendo 8 ORFs divididas em 3
regides: a regido LCR (Long Control Region ou Regido Longa de Controle), regido
de expressao precoce (E) e regido de expresséo tardia (L) (FREITAS et al., 2011). A
regido LCR contém a origem de replicacao e elementos cis-regulatorios necessarios
para replicacdo e transcricdo do DNA viral (MUNGER; HOWLEY, 2002). Expressos
conforme o ciclo viral nas células hospedeiras, a regido de expressao precoce é
composta por 6 genes, denominados genes precoces, codificadores de proteinas
nao-estruturais associadas a replicagcdo e transcricao viral (E1, E2 e E4) e de
proteinas envolvidas na transformacao celular (E5, E6 e E7). A regido de expressao
tardia codifica as duas proteinas estruturais formadoras do capsideo viral (L1 e L2)
(STANLEY, 2006; DOORBAR et al., 2012;).

940bp

B, \414bp

"E6..
) \384b
)1/57' °

1,488bp

BPV-1

7945bp

m“‘
—

363bp 1,818bp
—

e 921bp

Intergenic region

135bp

Figura 2. Organizacdo genémica do BPV-1. Relaciona a posi¢cdo genémica dos genes virais E6, E7,
E1l, E2, E4, E5, L2, L1, e a longa regido de controle (LCR) entre os genes L1 e E6; assim como a
regido itergénicas entre E2 e E5, e entre E5 e L2 (FREITAS et al., 2011).

A regido LCR é uma area nao codificante do genoma viral situada entre o
terminal 3’ da ORF tardia e o terminal 5 da ORF precoce. Possui de 500 a 1000
nucleotideos dependendo do tipo do papilomavirus e contém a maioria dos sinais
regulatérios para replicacdo e transcricdo do DNA viral (NICHOLLS; STANLEY,
2000; MUNGER; HOWLEY, 2002). Os genes precoces codificam as proteinas
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envolvidas tanto nos processos de replicagdo e transcricdo do DNA viral, além de
poderem alterar a proliferagéo celular levando a transformacéo das células (CAMPO,
2006). A proteina E1 atua na replicacdo do DNA viral desempenhando atividade de
helicase, permitindo o desenrolar do genoma viral, e atuando como fator de
elongacdo. O gene E2 esta envolvido tanto no controle da transcricdo quanto na
replicacdo do DNA viral, sendo responsavel pelo reconhecimento e ligacdo da
origem de replicagdo. A ORF E4 codifica uma familia de pequenas proteinas
geradas por splicing alternativo e modificacdes pés-traducionais (DOORBAR, 1991,
YANG et al., 1991).

Trés proteinas precoces sao necessarias para 0 processo carcinogénico
mediada por BPV, sendo chamadas de oncoproteinas: E5, E6 e E7 (NASIR;
CAMPO, 2008). Os produtos dessas ORFs séo capazes de ultrapassar o controle do
ciclo celular e, assim, participar na transformacéo das ceélulas, embora a importancia
relativa de cada uma destas ORFs na transformacdao in vitro varie entre os diferentes
tipos de papilomavirus (CAMPO, 1992). A E5 é uma proteina hidrofobica associada
a membrana capaz de desempenhar um importante papel na perturbacdo do
controle do crescimento celular. A proteina E6 de BPV € conhecida por ter uma
grande variedade de parceiros de ligacao e de atividades sobre o ciclo reprodutivo
do virus. No BPV-1, o gene E6 codifica uma oncoproteina de 137 aminoacidos
capaz de transformar fibroblastos (FREITAS et al., 2011; BORZACCHIELLO;
ROPERTO, 2008). O E7 de BPV-1 codifica uma proteina de ligacdo de 127
aminoacidos que coopera com E5 e E6 na inducdo da transformacéo celular. A co-
expressao com os dois genes mencionados aumenta em muitas vezes a capacidade
de transformacado celular. Em células infectadas naturalmente, a expressao de E7
BPV-1 é observada tanto no citoplasma quanto nos nucléolos de células
pertencentes as camadas basais e camadas espinhosas inferiores, enquanto que E7
BPV-4 é expressa em todas as camadas dos papilomas (BOHL et al., 2001;
BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008).
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BPV-1
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Figura 3. Representacédo linear do genoma de BPV1 e das atividades bioguimicas das proteinas virais
(Adaptado de Campo, 2006).

Os genes tardios L1 e L2, da regido de expresséao tardia codificam as duas
proteinas que compdem o capsideo viral (Figura 3). O capsideo é formado por 360
copias da proteina L1, organizada como 72 caps6meros, e 12 cépias da proteina L2
(MODIS et al.,

representando cerca de 80% do total de proteinas e possuindo peso molecular de 55

2002). A proteina L1 é a principal proteina do capsideo
kDa. Diferente de L1, a proteina L2 corresponde uma pequena porcao do capsideo
com peso molecular de 77 kDa (BUCK et al., 2005). O gene L1 é utilizado para
classificacao e construcéo de arvores filogenéticas, além de participar da ligacéo do
virus na superficie celular embora pareca que L2 também possa desempenhar um
papel na infeccdo (BERNARD, 2005; DAY; SCHILLER, 2006). Presente em menor
guantidade, L2 possui um papel essencial na morfogénese viral, induzindo a
montagem do virion por ligagdo ao DNA viral favorecendo a sua encapsidacdo. E
detectada exclusivamente como antigeno nuclear nas camadas diferenciadas, sendo
mais abundante nos papilomas maduros (ANDERSON et al., 1997; MODIS et al.,
2002).

2.2.1 Proteina L1

A principal proteina do capsideo viral € a L1, apresentando peso molecular
aproximado de 55 kDa e possuindo a propriedade intrinseca de automontagem dos
seus capsbmeros, produzindo capsideos vazios conhecidos como particulas
semelhantes ao virus (virus-like particules ou VLPs) (BISHOP et al., 2007). E a
proteina mais conservada entre os PVs, sendo utilizada para classificacdo e
construcéo de arvores filogenéticas, além de corresponder a cerca de 80 a 90% do

capsideo viral do virion (JOYCE et al., 1999).
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Além de sua funcdo estrutural, a L1 atua mediando a ligagdo do virus a
superficie da célula, estando associado a interacdo inicial do capsideo com
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) da superficie da célula hospedeira
(DAY; SCHILLER, 2006). Uma alteragdo conformacional ocorre devido a esta
interacdo permitindo a exposicdo da regido amino terminal da proteina L2 e
resultando em sua clivagem pela enzima furina, desencadeando o processo
infeccioso (JOHNSON et al., 2009; RICHARDS et al., 2006). E expressa no nucleo
dos queratinécitos diferenciados, junto com L2, sendo mais abundante em
papilomas maduros (ANDERSON et al., 1997).

Os monémeros de L1 contém 12 B-fitas, 6 loops e 5 a-hélices (h1-h5). A
caracterizagao bioquimica e estrutural de L1 mostra que as a-hélices na regidao C-
terminal tem um importante papel no dobramento e na montagem do capsideo. As a-
hélices h2, h3 e h4 que estdo localizadas proximas a porcao C-terminal de L1 sao
responsaveis pelas interacdes entre os pentameros necessarias para a montagem
do capsideo. As a-hélices h2, h3 e h5 sdo essenciais para o dobramento de L1 e
formacéo do pentamero, enquanto a h4 é indispensavel para montagem do capsideo
viral, devido seu papel na interacdo entre os pentameros adjacentes (BISHOP et al.,
2007).

Os loops da proteina L1 estendem-se em direcdo a superficie externa do
capsideo e suas sequéncias sao muito variaveis entre os diferentes tipos de
papilomavirus. Andlises de cristalografia de raio-x de pentameros de L1 HPV-16
identificou os loops (Figura 4) na superficie da estrutura do gene (CHEN et al.,
2000). A presenca de mutacdes dentro das regides de loops (BC, CD, DE, EF, FG e
HI) possui menor probabilidade de afetar a estrutura tridimensional da proteina
guando comparado com mutacdes nas a-hélices e B-fitas, dessa forma os loops de
L1 parecem ser as posi¢cdes mais promissoras para a inser¢cdo de uma sequéncia
exdgena dentro da proteina L1 (SADEYEN et al., 2003). Além disso, a maioria dos
anticorpos monoclonais capazes de neutralizar a infecciosidade de varias espécies
de papilomavirus possui maior probabilidade de se ligarem aos loops, por serem

regides mais expostas da proteina o que as torna mais susceptiveis a ligacéo.
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h4

Figura 4. Estrutura do mondémero de L1 do HPV-16 incluindo os residuos de 20-474. O primeiro e
Ultimo residuo sdo, respectivamente, as regifes N-terminal (20) e C-terminal (474). As B-fitas estédo
em coloragao azul, os loops em rosa e as a-hélices em amarelo. Adaptado de CHEN et al., 2000.

Estudos de mutagénese dos dominios de loops variaveis em HPV-6 e HPV-11
revelaram que varios epitopos neutralizantes estdo localizados nessa regido
(LUDMERER et al., 2000; MCCLEMENTS et al., 2001; XU et al., 2006). Embora os
arranjos desses loops sejam similares entre quatro tipos de HPV (-11, -16, - 18 e -
35), uma diferenca estrutural minima no loop de um epitopo € suficiente para romper
a ligacao anticorpo-epitopo (BISHOP et al., 2007). As regies dos loops ndo séo
bem conservadas entre tipos préximos de papilomavirus, isso se deve
provavelmente a presséo seletiva para que os papilomavirus acumulem mutacdes
gue impecam a ligacao de anticorpos neutralizantes obtidos por infeccfes anteriores
(BUCK et al., 2013). Apesar da grande homologia na sequéncia da proteina L1 entre
os diferentes tipos de HPV e a conservacdo geral dos pentameros, detalhes
estruturais do loop na superficie pentamérica sdo amplamente diferentes devido as
mudancas na composicdo de aminoacidos, as quais ndo apenas modificam sua
composicdo como também alteram a antigenicidade da superficie viral. (MARIZ,
2012).
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2.2.2 Oncoproteina E5

Principal proteina transformante do BPV, o gene E5 codifica uma proteina
muito pequena associada a membrana com diferentes atividades biolégicas cruciais
para o processo de transformacdo. O E5 de BPV-1 € a menor oncoproteina ja
caracterizada possuindo apenas 44 aminoacidos. A oncoproteina pode ser dividida
em dois dominios distintos: um dominio amino-terminal (residuos de 1-32) que
representa a maior parte da proteina, constituido de residuos de aminoacidos
fortemente hidrofébicos e um Unico aminoéacido hidrofilico; e um pequeno dominio
carboxi-terminal hidrofilico (residuos 33-34) (CORTEGGIO et al., 2013).

A natureza hidrofébica do E5 BPV e a ajuda de importante residuos
aminoacidos confere a atividade transformante da oncoproteina, que induz a
transformacao celular pela ativacdo e/ou reducdo de diversos alvos intracelulares
envolvidos na proliferagdo celular e na sobrevivéncia (HORWITZ et al., 1988;
VENUTI et al., 2011). E uma proteina transmembrana de tipo Il expressa nas
camadas profundas do epitélio infectado estando principalmente localizada nas
membranas do reticulo endoplasmatico e no aparelho de Golgi das células
hospedeiras. Em tecidos naturalmente infectados, o E5 BPV é expresso no
citoplasma das células epiteliais basais e suprabasais transformadas com um
padrdo justanuclear tipico devido sua localizacdo no aparelho de Golgi
(BORZACCHIELLO et al., 2007).

O E5 desempenha um papel fundamental durante a formacao do papiloma. A
expressdo continua da proteina E5 dentro da camada basal pode ser responsavel
pela manutencdo de um estado transformado e para um estado ativo durante a fase
inicial da infeccdo. A presenca do E5 na camada de células granulares onde as
proteinas do capsideo viral sdo sintetizadas e os virions sdo montados sugere a
contribuicdo do E5 na fase tardia do ciclo de vida do BPV (BOHL et al., 2001;
BURNETT et al., 1992).

2.3 Papilomatose Bovina

O papilomavirus bovino (BPV) esta amplamente distribuido pelo mundo em
rebanhos bovinos, sendo reconhecido como o agente etioldgico associado a

papilomatose bovina. Tal termo é utilizado para designar um conjunto de doencas
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gue acometem o gado, incluindo desde formas de tumores benignos, que
geralmente regridem espontaneamente (MAEDA et al, 2007), até lesdes persistentes
gue sob acdo de cofatores, progridem para um carcinoma no trato gastrointestinal
superior (BPV-4) ou na bexiga urinaria (BPV-1 e -2), levando geralmente a morte do
animal. Além dos carcinomas, a infeccdo pode provocar fibropapilomas cutaneos
(BPV-1 e-2), papilomatose das tetas e Ubere (BPV-1, -5, -6, -9 e -10), pénis (BPV-1)
e papilomas (BPV-8) (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008). Mesmo a progressao
benigna da doenca requer atencdo, uma vez que lesdes hiperplasicas (Figura 5)
podem depreciar a pelagem dos animais infectados; quando localizados no Ubere
podem resultar em infec¢Bes secundarias e problemas de lactacao (FREITAS et al.,
2011).

A atuacao de cofatores ambientais ou genéticos € necessaria para a evolucao
do processo carcinogénico do BPV, de modo que, sdo necessarios para que lesdes
induzidas pelo BPV progridam até carcinomas de células escamosas. A Pteridium
aquilinum ou samambaia de campo, como € conhecida popularmente, tem sido
identificada como o principal cofator ambiental associado a carcinogénese induzida
pelo BPV (BORZACHIELLO; ROPERTO, 2008). O broto da samambaia de campo é
uma das plantas mais amplamente distribuidas no mundo. Intoxicacbes foram
detectadas naturalmente em todo o mundo e demonstradas em experimentos com
animais. Diversos componentes foram extraidos dos brotos de samambaia e alguns
demonstraram ser toxicos, como o Ptaquilosideo (PTA) considerado a principal
toxina carcinogénica, induzindo erros na sintese de DNA e levando a mutacfes de
genes envolvidos no controle da divisdo celular (SCALA et al., 2014). Além dos seus
efeitos toxicos, a samambaia é a Unica planta conhecida por naturalmente ser capaz
de causar canceres em animais. A co-infeccdo com o BPV tipo -2 ou tipo -4 é
sugerido como sendo um fator de predisposicdo para o desenvolvimento de efeitos
patolégicos (SCALA et al., 2014; BORZACHIELLO; ROPERTO, 2008).

Em rebanhos bovinos, a toxicidade induzida pela ingestdo da planta causa
trés efeitos bem reconhecidos. O pasto de grandes quantidades da planta por
periodos de tempo relativamente curtos (semanas a meses) resulta na Sindrome
Hemorragica Aguda originada a partir de uma aplasia da medula éssea, geralmente
fatal. Quando ingerida em pequenas quantidades por longos periodos (mais de 1

ano), ocorre o desenvolvimento da Hematuaria Enzodtica Bovina que € a forma mais
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frequentemente relatada em bovinhos, sendo caracterizada pela presenca de
sangue e coagulos na urina, podendo resultar na morte por anemia. O
desenvolvimento de carcinomas de células escamosas no trato digestivo superior é
a terceira manifestagdo em bovinos (SCALA et al., 2014). Bovinos infectados pela
Hematuria Enzootica Bovina (BEH) frequentemente desenvolvem carcinomas de
bexiga urinaria e do trato digestivo (BORZACHIELLO; ROPERTO, 2008).

Analises citogenéticas do sangue de animais acometidos pela intoxicacao por
samambaia relataram uma possivel associacdo entre neoplasias causadas por
papilomavirus (PV) e agentes imunossupressores caracterizados do Pteridium.
Quando ingerida, a samambaia libera agentes toxicos que possibilitam o
desenvolvimento do BPV (SANTOS et al., 1988). Isso ocorre devido a preferéncia
desses agentes pelos linfocitos, resultando em uma acentuada diminuicdo dos
leucécitos polimorfonucleares e uma queda no numero de linfocitos circulantes
(CAMPO, 2006), além de causaram elevadas alteracbes cromossdmicas pela acao
de agentes mutagénicos e intensa proliferacdo de fatores de crescimento e
progresséao tumoral. Esse fato permite que os virus em laténcia, dentro da célula, se

repliqguem com maior intensidade e causem maiores danos ao organismo.

Figura 5. Visdo esquemética da papilomatose bovina em diferentes locais na vaca. A) Carcinoma de
bexiga urinaria B) Papilomas no palato mole C) Papilomas na regido ocular D) Verrugas na regiao do
jarrete E) Papilomas nos tetos F) Verrugas na regido da barbela G) Verrugas na regido da boca e
focinho (Fonte: Médolo, 2014).
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A infeccdo pelo BPV representa importantes perdas econdémicas para 0s
criadores, uma vez que, resulta na desvalorizagdo dos animais e dificuldades de
comercializacdo, além da deterioragcdo do couro e do préprio animal. Um dano
econbmico adicional esta relacionado ao aparecimento de verrugas genitais, que
conduzem a perda da funcgéo reprodutiva tanto do macho quanto da fémea (LIMA et
al, 2014). A presenca de lesdes nas tetas e Ubere impede a amamentacdo dos
bezerros e a adequada ordenha dos animais (COMENALE, 2012).

No Brasil, a papilomatose bovina € de relevante importancia no impacto
econbmico do pais, porém como ndo ocorre a notificacdo obrigatéria do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) existe a dificuldade de controle da
doenca, devido a auséncia de dados epidemiolégicos precisos sobre o nimero de
casos existentes, a extensdo do comprometimento do rebanho, os tipos virais
prevalentes, diferencas regionais e consequéncias clinicas (COMENALE, 2012)

potencializando o prejuizo econémico para os criadores.

Atualmente, ainda ndo existe uma vacina ou tratamento efetivo para o
controle da papilomatose. Alguns tratamentos foram estudados por Silva et al.
(2004) apresentando niveis de sucesso variando entre 15-50%, porém ficou evidente
em animais que nao se recuperaram ap0s uma primeira intervencao terapéutica que
a repeticao do tratamento € economicamente inviavel ja que o custo por cada animal
recuperado apresentou-se bastante elevado. Diferentes protocolos foram testados a
fim de avaliar o efeito da repeticdo dos tratamentos, na recuperacdo clinica de
bovinos portadores de papilomas planos e pedunculados, utilizando autovacina,
autohemoterapia, diaceturato do diaminodiazoaminobenzeno; clorobutanol;
autovacina e autohemoterapia; autovacina e diaceturato; autovacina e clorobutanol;
autohemoterapia e diaceturato; autohemoterapia e clorobutanol; autovacina,

autohemoterapia, clorobutanol e diaceturato.

2.4 Estratégia vacinal

Até o presente momento, ndo foram desenvolvidas vacinas profilaticas ou
terapéuticas comerciais eficazes para a prevencdo e tratamento da papilomatose
bovina, apesar de, o BPV ter sido explorado como modelo experimental tanto para
compreensao do potencial oncogénico viral quanto para desenvolvimento das atuais
vacinas anti-HPV (MAEDA et al, 2007; BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008). A
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producdo de uma vacina eficaz, segura e de baixo custo podera resultar em uma
grande reducéo na incidéncia e mortalidade de animais infectados pelo BPV (LIMA
et al, 2014). As oncoproteinas do BPV séo responsaveis pela progressao das lesdes
(BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008), sendo considerados alvos adequados para
o desenvolvimento de vacinas terapéuticas, pois estimulam a resposta celular contra

as ceélulas malignas.

A proteina L1 do PV é a principal proteina do capsideo viral, tendo
importancia na infec¢do e imunogenicidade (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008).
Quando produzida em sistemas recombinantes, é capaz de auto conformar-se em
VLPs e induzir respostas protetoras em animais imunizados, por isso compdem a
base das atuais vacinas anti-HPV (COMENALE, 2012), sendo capazes de induzir
um alto titulo de anticorpos neutralizantes tipo-especificos, mas ndo podendo
conferir protecao contra infec¢cdes com tipos heterélogos de PV (HERNANDEZ et al.,
2012; SLUPETZKY et al., 2007; JAGU et al., 2010).

As particulas semelhantes ao virus (virus-like particles, VLPs) podem ser
obtidas a partir da superexpressao da proteina L1 e da coexpressao de ambas as
proteinas L1 e L2 em células de inseto e leveduras, como foi demonstrado
pioneiramente por Kirnbauer et al. (1992 e 1993). Essas particulas sé&o
espontaneamente montadas pela associacdo de 72 capsdmeros de L1 e 72 coOpias
de L2, gquando esta proteina € coexpressa, em ceélulas eucariéticas e nao
apresentam genoma viral, se assemelhando estrutural e antigenicamente aos virions
(SCHILLER; LOWY, 2000; SCHILLER; MULLER, 2015).

Estudo realizado utilizando as VLPs L1-E7 do HPV comprovou a capacidade
dessas proteinas fusionadas de induzirem anticorpos neutralizantes e acionar a
resposta imune mediada por células, promovendo, assim, uma eficacia antitumoral
em modelo murino para o cancer cervical (SHARMA et al, 2012). No entanto, o
principal obstaculo dessa estratégia esta na fraca resposta terapéutica induzida
contra a proteina E7 provavelmente devido a imunodominancia de L1 sobre E7
(ASHRAFI et al., 2008). De maneira semelhante, as VLPs utilizando a proteina L1 e
a principal oncoproteina do BPV E5 fusionadas na regido dos loops, poderiam ser

capazes de apresentar um maior potencial profilatico e terapéutico advindos das
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caracteristicas jA conhecidas dessas proteinas, sendo assim, importante a
realizacédo de estudos mais aprofundados.

2.5 Sistemas de expressao heterélogos

Diversos sistemas de expressao tém sido estudados para a producédo de
proteinas heter6logas dos papilomavirus, como células de mamiferos, plantas,
bactérias, células de insetos e leveduras. Esses sistemas se mostraram confiaveis e
eficientes na producdo de antigenos em larga escala, com um elevado grau de
homogeneidade na producdo (COUTINHO et al.,, 2013). Contudo, o sistema de
expressao de genes heterologos ideal deve levar em consideragdo as caracteristicas
e as possiveis aplicacbes das proteinas expressas a partir do gene de interesse.
Esses critérios sao determinados por questdes econbmicas, se tratando de
producédo de enzimas de interesse industrial, e por questdes de biosseguranca, se
considerar a producéo de farmacos (STRASSER; GELLISSEN, 1998).

Dentre as varias opgdes disponiveis, sistemas heterdlogos que empregam
leveduras e bactérias sdo reconhecidamente o0s mais explorados e bem
caracterizados. Embora as duas alternativas oferecam a melhor relacdo custo-
beneficio por atingirem altas densidades celulares em meios de cultura baratos, a
grande vantagem das leveduras sobre as bactérias € a sua capacidade de realizar
muitas das modificacbes pods-traducionais associadas a eucariotos superiores e
necessarias para a atividade biolégica de muitas proteinas. (MACAULEY-PATRICK
et al., 2005). Contudo, aproximadamente, um terco das proteinas recombinantes
para aplicacdo terapéutica que foram aprovadas pelas agéncias de vigilancia
americana (FDA — Food and Drug Administration) e europeia € produzida em
Escherichia coli, colocando esse microrganismo como principal hospedeiro pra
producédo de recombinantes (HUANG et al., 2012).

E. coli possui como vantagens o crescimento rapido, baixo custo de cultivo,
facilidade de rapida e precisa modificacdo do genoma, caracteristicas genéticas bem
conhecidas e a disponibilidade de ferramentas para expressédo génica. A producao
de recombinantes em E. coli € menos dispendiosa e mais facil de ser manipulada
gque em outros sistemas de expressao (GOOPAL; KUMAR, 2013). Apesar da

auséncia de uma magquinaria para modificacdes pds-traducionais, a habilidade da E.
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coli acumular proteinas recombinantes em até 80% do seu peso seco contribui para
a preferéncia desse sistema de expressdo em uma ampla gama de aplicacoes
(PACHECO, et al, 2011).

Os sistemas de expressdo de eucariotos, em contraste ao procarioto,
possuem a capacidade de realizar as modificagBes poés-traducionais necessarias
para obtencdo da atividade bioldgica das proteinas recombinantes (COUTINHO et
al, 2013). Alguns sistemas eucariotos ja vém sendo utilizados para a expressao de
L1 e producdo de VLPs ou capsémeros como, sistemas baseados em células de
insetos, mamiferos, leveduras e plantas. As atuais vacinas preventivas existentes
contra HPV baseadas em VLPs sao produzidas em células de leveduras (Gardasil) e
células de insetos (Cervarix) (SCHILLER et al., 2012).

2.6 Sistemas baseados em Leishmania tarentolae

Membros da familia Trypanosomatidae, os tripanossomatideos sao
protozoarios unicelulares e uniflagelados representantes do grupo dos
Kinetoplastideos (Ordem Kinetoplastida). Trata-se de organismos eucariontes
caracterizados pela presenca de kinetoplasto, uma regiao rica em DNA extranuclear
contida numa Unica e grande mitocondria. Os membros desse grupo incluem
parasitas que possuem a capacidade de colonizar plantas, humanos e animais,
sendo de particular interesse a relacdo desses parasitas com doencas humanas: o
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania spp. sdo, respectivamente,
0s agentes causais da doenca de Chagas, doenca do sono e leishmanioses
cutaneas e viscerais (STUART et al., 2008; WHO, 2010).

Recentemente, um novo sistema de expressao eucarioto empregando o
protozoario parasita unicelular Leishmania tarentolae tem sido sugerido como um
vetor vacinal vivo, uma vez que ndo representam um risco de infeccdo e produz uma
potente resposta imune (SALEHI et al., 2012; BOLHASSANI; ZAHEDIFARD, 2012;
NIIMI, 2012). Sdo micro-organismos nao patogénicos aos humanos e possuem a
capacidade de infectar lagartos do género Gekkonidae, tendo sido primeiramente
isolado do réptil Tarentola mauritanica (MIZBANI et al., 2010; RAYMOND et al.,
2012). A L. tarentolae foi explorada em culturas axénicas por muitos anos como

modelo ndo patogénico para estudos de biologia molecular de Tripanossomatideos
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(KUSHNIR et al., 2005; MUREEV et al., 2007). O principal atrativo do uso da L.
tarentolae como sistema de expressdo se deve principalmente pela capacidade de
realizar padrbes de modificagbes pods traducionais similares as descritas em
mamiferos (BREITLING et al.,, 2002). Quando comparado aos sistemas de
expressdo baseados em células de mamiferos e de insetos, a L. tarentolae tem
como vantagem uma facil manipulacdo genética, adaptacdo simples a producdo em
larga escala, além de ser capaz de atingir taxas de crescimento mais elevadas em
meios simples contendo apenas hemina como ingrediente de origem animal, sendo
adaptavel inclusive a tecnologias de fermentacédo (FRITSCHE et al., 2008; BASILE;
PETICCA, 2009; NIIMI, 2012).

Diferente de outras linhagens patogénicas de Leishmania, a espécie L.
tarentolae é incapaz de se replicar nas APCs por ndo possuir genes relacionados a
patogenicidade resultando em sua eliminacéo no hospedeiro murino apos a infec¢ao
(BRETON et al., 2005; BRETON et al., 2007). Apesar da incapacidade de infectar
mamiferos, quando inoculados mimetizam uma infec¢cdo no organismo, induzindo a
proliferacdo de linfécitos T, producdo de IFN-y, ativagdo do processo de maturagao
das células dendriticas, estimulacdo de sinais inflamatérios, ativacdo de respostas
baseadas em células Thl e, finalmente, atuam como um adjuvante, sem causar
toxicidade tecidual (BRETON et al., 2005; BRETON et al., 2007; MIZBANI et al.,
2010; BOLHASSANI; ZAHEDIFARD, 2012; HOSSEINZADEH et al., 2013). Seu
potencial como vetor vacinal vivo foi comprovado em animais desafiados contra a
leishmaniose visceral e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BOLHASSANI;
ZAHEDIFARD, 2012; BRETON et al., 2005; MIZBANI et al.,, 2010). Estudos
realizados por Salehi et al. (2012) demonstraram que uma linhagem recombinante
de L. tarentolae expressando niveis elevados de HPV16 E7 possuia atividade
imunogénica, além de ter a capacidade de induzir a producéo de IFN-Y. Os efeitos
da protecdo observada pela vacina viva por via subcutanea foi semelhante aos
obtidos pela vacina de DNA no mesmo estudo utilizando modelos murinos.
Resultados semelhantes foram obtidos em estudos in vivo de Bolhassani et al.
(2011) com camundongos utilizando o vetor parasitario expressando altos niveis de

E7 HPV-16 fusionado com uma proteina fluorescente (GFP).

Por isso, a aplicacdo do vetor vivo ndo patogénico Leishmania tarentolae € de

grande expectativa para o desenvolvimento dessas vacinas, uma vez que hao
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representam um risco de infeccdo e produz uma potente resposta imune em seres
humanos. A vacinagdo recombinante viva é considerada uma estratégia crucial para
o desenvolvimento de vacinas contra os PVs, devido a maior imunogenicidade que
possui quando comparada com as vacinas de subunidades (SALEHI et al., 2012).
Dentre as principais vantagens relacionadas ao uso de vetores vacinais vivos, é
possivel citar: (i) tratam-se de microrganismos naturalmente capazes de acessar
células e capturar a maquinaria hospedeira para expressar proteinas proéprias; (ii)
séo indutores de potentes respostas imunes, tanto humoral quanto celular e; (iii)

atuam como adjuvantes imunoestimulatérios.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Produzir construcdes para expressao de diferentes antigenos de BPV1 em
linhagens recombinantes de Leishmania tarentolae baseadas em um vetor de

expressao nao comercial.
3.2 Objetivos Especificos

- Obter genes de L1 e quimeras de L1-E5 contendo os diferentes epitopos de
E5 de BPV-1

- Clonar o gene L1 e as quimeras L1-E5 em vetor de expressdo de

Leishmania tarentolae
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Construcao das quimeras de L1-E5 por PCR de fuséo.

Foram utilizados nesse estudo o gene L1 selvagem de BPV1 e trés
construgdes quiméricas que se baseiam na insercdo de diferentes epitopos da
oncoproteina viral E5 na regido do loop D-E da proteina L1 com potencial para
geracao de antigenos profilatico-terapéuticos. A escolha dos epitopos foi feita
previamente pelo grupo a partir de predicdes realizadas com o programa IEDB
Analysis Resource (TENZER et al.,, 2005) mediante a andlise da sequéncia da
proteina E5 e identificacdo de regides na sequéncia provaveis de gerar uma

resposta terapéutica.

A amplificacédo dos referidos genes foi realizada a partir do gene L1 selvagem
(BPV1) previamente clonado em vetor para expressédo de Pichia pastoris pPGKA3
sem otimizagao de cédons (de JESUS, 2013). A construcdo das quimeras aconteceu
mediante PCR de fusao, utilizando primers especificos (Tabela 1) desenvolvidos
para a fusdo dos epitopos de E5 no gene L1 com base nas sequéncias presentes no
GenBank do NCBI (numero de acesso Gl: 958575613), utilizando o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (versao 7.2.5).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizadas na PCR de fusdo

Primer Sequéncia de oligonucleotideos Fragmento
Forward L1- P eleC GAT CCC CAT GGG CCA TGeRelell 428 pb
BPV TGT GGC AAC AAG GCC AGA -3
Reverso L1- 5 -GGG GTACCT TATTTTTTTTTT TTT TTT 1115 pb
BPV GCAGGC -3
Del_D- 5 — TCC CAA GAA CAATAG AAA CCATAG ATT 428 pb
Eloop_E5.1 (R) | CACATT TTC TGC ATC AAG CAAA-3’

Primer del_D- 5 -CTATGGTTT CTATTG TTC TTG GGA ACA 1115 pb
Eloop_E5.1 (F) | ACA GAT GAC AGG AAACAAACAG-3

Del_D- 5 — GGA GCA CTC AAAATG ATC GTAATT CAC 428 pb
Eloop_E5.2 (R) | ATT TTC TGC ATC AAG CAAA-3’

Del_del D- | 5 - HACHCCIGANOATIINGAGIGONO0 ACA | |, o
Eloop_E5.2 (F) | ACA GAT GAC AGG AAACAAACAG-3

Del_D- 5 — ATC CCA GTA TAC AAG AAA AAA CAA ATT 428 pb
Eloop_E5.3 (R) | CACATT TTC TGC ATC AAG CAAA-3’
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Del_del_D- 5 -TTGTTITTTT CTT GTA TAC TGG GAT ACA

Eloop_E5.3 (F) | ACA GAT GAC AGG AAA CAA ACA G — 3 1115 pb

As sequéncias destacadas GGATCC, CCATGG, GCCATG, GGTACC e TTA se referem
respectivamente aos sitios de BamHI, Ncol, sequéncia Kozak, Kpnl e cédon de parada. As
sequéncias grifadas em amarelo, rosa e cinza correspondem aos diferentes epitopos de E5.

As reacOes de PCR foram realizadas em duas etapas, sendo na primeira
amplificados dois fragmentos separados onde em um dos fragmentos foi fusionado o
epitopo de E5; na segunda etapa, os fragmentos obtidos sdo fusionados entre si
resultando nas quimeras (Figura 6). Para a reacdo foi utilizado o Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs), dNTPs (10uM) e MgCl, (0,5uM),
em um volume de reacdo final de 25 pL. Os primers foram utilizados na
concentracdo de 25 puM. As condi¢cdes de ciclagem da PCR touchdown foram
inicialmente de 10 ciclos com desnaturacao inicial a 98°C por 3 minutos, anelamento
a 68°C-58°C por 15 segundos com decréscimo da temperatura durante os 10
primeiros ciclos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 98°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto e, por ultimo, uma extensdo final de72°C por 3

minutos.

L1 Forward Epitopo ES
) g
Epitopo E5 L1 Reverse

®3)

Figura 6. Desenho esquematico das etapas da PCR de fuséo. (1) Primeira etapa da PCR utilizando
os primers L1 foward com o reverse do epitopo de E5 e o foward do epitopo de E5 com L1 reverse
para a amplificacdo dos fragmentos de 428 e 1115 pb, respectivamente. (2) Segunda etapa da PCR
utilizando os primers L1 foward e L1 reverse para a fusdo dos dois fragmentos previamente
sintetizados. (3) Gene quimérico construido, evidenciando em azul o epitopo de E5 e, em vermelho e
roxo os sitios de restricao inseridos.

Finalizada a PCR, as constru¢des (Figura 7) foram submetidas a eletroforese

em gel de agarose e visualizadas no transluminador de luz ultravioleta. Na
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eletroforese de DNA foram utilizados géis de agarose a 1%, com tampdo TBE 1X,
adicionado de SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Os produtos da PCR foram
aplicados misturados ao tampao de amostra e tendo como referencial o marcador
1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas de 1500pb referentes as construcées
foram excisadas do gel e purificadas com o kit GE GEX, DNA and gel bond
purification (GE Healthcare), com posterior quantificacdo das amostras no NanoDrop
2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

BamHI Kpnl
L J
1 » "
L Uwt s | tooppe | |3 AGAAAAGTCACCACOCAR
407-428
m E CTATGGTTTCTATISTTCTTGGGA
2. L/Es1 5 N * [T mcrssearcammeasecres
10-33nt TTGTTTITICTIGTATACTGGGAT
[
3. LYE5.2 O | es2 | 3
91-115nt
¥ I ]
PSR — s

75-599nt

Figura 7. Desenho esquemaético dos genes de estudo. Todos 0s genes apresentam sitios de restricdo
para as enzimas BamHI| na regido 5 e para Kpnl na regidgo 3. 1. Gene L1 selvagem, sem
modificacdes (1488pb). 2. Insercdo do epitopo 1 do gene E5 na regido do loop D-E (1520pb). 3.
Insercdo de epitopos do gene E5 na regido do loop D-E (1520pb). 4. Insercédo de epitopos do gene
E5 na regido de loop D-E (1520pb).

4.2 Clonagem no vetor pGEM-T Easy

Antes de serem clonadas no pGEM-T Easy, as construcdes foram submetidas
a uma reacdo de adenilacdo para adicdo de terminais de adenina nos insertos e
incubadas a 70°C por 25 minutos no termociclador. A concentracdo dos insertos
utilizados na reacdo foi de 240 ng/uL, 180 ng/uL, 147 ng/uL e 220 ng/uL para
L1/E5.1, L1/E5.2, L1/E5.3 e L1wt, respectivamente. Para a reacéo foram utilizados o
tampédo GoTaq Flexi, a enzima GoTag DNA Polymerase (Promega), dATP (5 mM) e
MgCl..

Os genes foram subclonados no vetor de passagem pGEM-T Easy (Promega)
por meio de uma reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase, seguindo
orientacdes do fabricante, em uma proporcdo 3:1 (inserto:vetor). A reacao foi
incubada a 4°C overnight a fim de garantir o maximo namero de transformantes. O

vetor pGEM-T Easy (Figura 8) foi desenvolvido para facilitar a clonagem de produtos
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de PCR, apresentando uma terminacao de timidina na regido 3’ que melhora
significativamente a eficiéncia da ligacdo do produto de PCR no plasmideo. O vetor
possui um sistema de controle transcricional baseado no gene T7 e SP6 RNA

polimerase e apresenta o gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecéo.

Os plasmideos oriundos da reacao serviram como agente transformante para
a Escherichia coli (DH10B8). A linhagem utilizada apresenta propriedades
particularmente uteis na pesquisa cientifica, como: alta eficiéncia de transformacéo e
a capacidade de integracdo e manutencao de grande plasmideos. A transformacéo
guimica por choque térmico foi realizada seguindo o protocolo de SAMBROOK et al.
(1989) que consiste das seguintes etapas: os produtos da ligacao (5upL) foram
adicionados a 50uL de células quimiocompetentes (previamente tratas com CacCl,),
homogeneizados e mantidos no gelo por 20 minutos; posteriormente as células
foram submetidas a um choque térmico (42°C) por 5 minutos e, colocadas

novamente no gelo por 1 minuto.

Xmn | 2009
Scal n;r;o . .
cal 18¢
\Nae 12707/ [Apal |start
i Aat ll 14
f1 ori Sphl L
BstZ | 26
Nco | 31
Amp' BstZ | | 37
pGEM®-T Easy lacZ Not | 43
Vector T T gacg[ 33
(3015bp) co <
Spe | 64
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Figura 8. Mapa do vetor pPGEM-T Easy (Promega)

A fim de garantir a recuperacéo das células bacterianas, foi adicionado 800uL
do meio de cultura Luria-Bertani (LB) sem antibidtico, com posterior incubacao a
37°C por 1 hora. As células foram centrifugadas a 1200 rpm e aliquotas de 200uL
foram semeadas em placas de LB com ampicilina, IPTG e X-gal. Para a etapa de
transformacdo o0 meio de cultura Luria-Bertani (LB) apresentou a seguinte

composicao: triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%, adicionando 100
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pMg/mL de Ampicilina. Para meio solido, foi acrescentado 2% de agar. A temperatura
de incubacgao das placas para cultivo foi de 37°C, overnight. As colOnias resistentes
a ampicilina foram repicadas para inéculo e extracdo do DNA plasmidial, conforme
protocolo descrito por SAMBROOK et al. (1989).

A confirmacado da clonagem ocorreu por andlise dos fragmentos obtidos apés
o tratamento do DNA com as enzimas de restricdo BamHI (Promega) e Kpnl
(Promega). A digestéo realizada com essas enzimas foi possivel devido a insergao
desses sitios de restricdo nos primers construidos (Tabela 1). A reacao foi incubada
a 37°C overnight. O resultado da digestao foi observado por eletroforese em gel de
agarose. Na eletroforese de DNA foram utilizados géis de agarose a 1%, com 0
tampéo TAE 1X, adicionado de brometo de etideo (0,5 ug/ml). O material aplicado
foi misturado com tampé&o de amostra (Loading Dye 6X) e tendo como referencial o
marcador GeneRuler 1 Kb DNA later (Fermentas).

As construcfes também foram analisadas por sequenciamento de DNA na
Plataforma Tecnolégica de Sequenciamento do Laboratério de Genbmica e
Expressdo Génica (LABCEN — UFPE) com os primers M13F e M13R. Para o
sequenciamento foi feita extracdo das amostras com o kit PureYield™ Plasmid
Miniprep System (Promega). As andlises de sequéncias e alinhamentos de DNA
foram conduzidas pelo ClustalW Multiple Alignment Tool, disponivel no programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo 7.0.5.3) (HALL, 1999,
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Confirmada a correta construcédo das
guimeras, as mesmas foram selecionadas para clonagem nos vetores de expressao

pSPaaNeo previamente desenvolvido (MARIZ, 2016).

4.3 Clonagem nos vetores de expressao pSPaaNeo

As construcBes foram digeridas do vetor pGEM-T Easy com as enzimas
BamHI e Kpnl e purificadas com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) para posterior ligacao no vetor de expressao. O vetor pSPaaNeo (Figura
9) é resultado da fuséo do vetor comercial pSP72 (Promega) com o cassete aaNeo,
onde NEO é o gene da Neomicina fosfotransferase de resisténcia ao antibiético
Geneticina (G418). O cassete aaNeo, ainda contém duas regides intergénicas da a-
tubulina (a-tubulin intergenic region) de L. enrietti (MCNICOLL et al., 2005)

flanqueando o gene de interesse e otimizando o processamento do RNA mensageiro
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do gene exdgeno, possibilitando assim uma maior producdo de proteinas

recombinantes quando comparado com outros vetores.

AMPr

Figura 9. llustracdo esquematica do mapa do vetor de expressédo pSPaaNeo resultante da fusédo do
vetor pSP72 ao cassete aaNeo

O vetor pSP72 (Figura 10) pode ser utilizado como um vetor de clonagem
padrdo e para a transcricdo de RNA in vitro. Possui um sistema de controle
transcricional baseado no gene T7 e SP6 RNA polimerase flaqueando a regiao de

clonagem; e como marca de selecdo o gene de resisténcia a ampicilina.
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Figura 10. Mapa do vetor pSP72 (Promega)

O vetor pSPaaNeo foi digerido com as enzimas BamHI e Kpnl, e
posteriormente uma reacéo de desfosforilacdo do vetor foi realizada a fim de impedir
a recircularizacdo do mesmo durante a reacdo de ligacdo. A reacdo de
desfosforilagdo foi realizada utilizando a enzima Antarctic Phosphatase (New

England BioLabs) e incubada a 37°C por 30 min. Os vetores foram purificados
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utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e uma
eletroforese em gel de agarose foi feita para observacéo dos vetores purificados. A
reacdo de ligacdo foi realizada utilizando a T4 DNA ligase, seguindo as orientacdes
do fabricante em uma proporcédo de 3:1 (inserto:vetor) e incubadas a temperatura
ambiente por 18h.

O produto da ligacdo foi utilizado como agente transformante para E.coli
(Topl10), sendo realizado transformacgdo quimica por choque térmico seguindo as
orientacbes de SAMBROOK et al. (1989). Apés a recuperacao das células, as
mesmas foram semeadas em placas com meio de cultura LB contendo ampicilina e
incubadas a 37°C overnight. Com as colonias resistentes a ampicilina, foram feitos
in6culos para extracdo do DNA plasmidial, conforme protocolo descrito por
SAMBROOK et al. (1989). A confirmacdo da subclonagem no vetor de expressao
ocorreu por digestdo dos fragmentos com as enzimas de restricdio BamHI (New
England Biolabs) e Kpnl (New England Biolabs). A reagéao foi incubada a 37°C
overnight e analisada por eletroforese em gel de agarose.
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5 RESULTADOS
5.1 Construcao dos genes candidatos baseados em L1

A Figura 11 mostra o resultado representativo de uma das PCRs de fuséo
realizadas com a amostra de L1 de BPV-1 amplificada a partir do clone no vetor
pPGKA3L1. A imagem corresponde a primeira etapa da PCR de fusdo, onde é
observada a amplificacdo de dois fragmentos de tamanhos diferentes: um de 1115
pb, referente a porcao codificante de L1 situada imediatamente apés o loop DE até o
cbédon de parada; e outro de 428 pb, referente a porcao codificante inicial de L1 na
qual o loop DE foi substituido pelos epitopos da proteina E5 (dependendo da

guimera) ja descritos.

1000 pb

500 pb
400 pb

Figura 11. Gel representativo da primeira etapa da PCR de fuséo. Eletroforese em gel de agarose 1%
em tampao TBE 1X. MM — 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (1) Fragmento de 1091 pb obtido apés
a amplificacdo com os primers L1 reverse e Del_del_D-Eloop_E5.3. (2) Fragmento de 429 pb obtidos
com os primers L1 forward e Del_D-Eloop_E5.3. (3) Fragmento de 429 pb obtidos com os primers L1
forward e Del D-Eloop E5.2. (4) Fragmento de 1091 pb obtido com os primers L1 reverse e
Del_del D-Eloop_E5.2. (5) Fragmento de 429 pb obtidos com os primers L1 forward e Del_D-
Eloop_E5.1 (6) Fragmento de 1091 pb obtidos com os primers L1 reverse e Primer del_D-Eloop E5.1

A segunda etapa da PCR de fusao foi realizada pela fusdo dos fragmentos de
1115 pb e 428 pb obtidos na primeira etapa. Para essa etapa foram utilizados
apenas os primers Foward e Reverse de L1. Na Figura 12, é possivel observar a
presenca de bandas de 1500 pb referente a amplificacdo das construcdes
guiméricas de L1/E5.1, L1/E5.2 e L1/E5.3, além de L1 selvagem. As construcdes

apresentam um tamanho de 1520 pb e o L1 selvagem possui 1488 pb. As amostras
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purificadas apresentaram concentragdes de 48 ng/pL; 37,4 ng/uL; 29,4 ng/uL e 44,1
ng/pL para L1/E5.1, L1/E5.2, L1/E5.3 e L1wt, respectivamente. Essas concentracdes

foram conseguidas apoés repetidas reacdes de PCR.

1 Kb Plus DNA Ladder
bp
-12,000 L1/E5.1 L1/E5.2 L1/E5.3

-5.000

-2,000
-1,650

1650 pb

- 1,000
-850

-650
=500
o - 400
=300
=200

-100

Figura 12. Gel representativo das construcBes obtidas apés a segunda etapa da PCR de fuséo.
Eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE 1X. MM — 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

5.2 Clonagem no pGEM-T Easy

Com a adicdo dos terminais de adenina aos insertos, a ligacdo das
construcdes ao vetor pGEM-T Easy foi possivel com a enzima T4 DNA ligase. As
células de E.coli DH10B quimiocompetentes foram transformadas com aliquotas da
reacdo de ligacdo. As células transformadas adquiriram resisténcia a ampicilina
guando submetidas a selecdo em placa. As linhagens recombinantes foram
submetidas a extracao plasmidial e analises de restricdo enzimatica (Figura 13) com
as enzimas BamHI e Kpnl confirmou a clonagem no vetor de passagem pGEM-T

Easy.
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MM  L1/E5.1 L1/E5.2 L1/E5.3 Llwt

3000 ph [ —
-
1650 pb [

Figura 13. Gel representativo da digestdo das quimeras no vetor pGEM-T Easy com BamHI e Kpnl.
Eletroforese em gel de agarose 1% em tampé&o TBE 1x. MM — 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

5.3 Anélise do Sequenciamento da Clonagem em pGEM-T Easy

Nas analises do sequenciamento foi observado que as quimeras obtidas da
fusdo do gene L1 com os epitopos E5.1, E5.2 e EL.3 foram corretamente
construidas como esperado, havendo a manutencédo do quadro de leitura do gene
ap0s a comparacdo com a sequéncia protétipo. Os epitopos foram corretamente
inseridos na regido do loop DE do gene L1, além disso, os sitios de restricdo de
BamHI (GGATCC) e Kpnl (GGTACC), o cédon de parada (TAA) e a sequéncia
Kozak (GCCATG) foram também inseridos podendo ser observados nas analises do
sequenciamento. O gene L1 selvagem foi corretamente amplificado por PCR

apresentando o cédon de parada em sua estrutura.

Foram observadas 27 mutacdes (Tabela 2) em cada sequéncia quimérica
construida de L1, L1/E5.1, L1/E5.2 e L1/E5.3, entretanto nenhuma ocorreu na regido
do loop DE e a maioria ocorreu na terceira base do cédon nao interferindo na
sintese da proteina de maneira significativa. As sequéncias obtidas no
sequenciamento encontram-se na secao Anexo. As mutacdes observadas

representam um percentual de 1,77%.
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Tabela 2. Identificacdo das mutagfes presentes nas sequéncias quiméricas. Posi¢do do nucleotideo

na sequéncia, qual o nucleotideo original e a qual o nucleotideo inserido apés a mutacéao.

Posicao do .
nucleotideo na Nucl_ec_)t|deo Mutacéo
sequéncia original
1 80 T C
2 109 G A
3 181 C A
4 233 A G
5 323 G A
6 456 C T
7 480 C T
8 550 T C
9 554 A T
10 557 T A
11 770 A G
12 826 C G
13 827 C T
14 833 T A
15 845 G A
16 865 C G
17 893 T A
18 944 C T
19 972 A T
20 1063 G A
21 1064 A G
22 1075 C A
23 1089 T A
24 1215 G C
25 1274 C G
26 1349 G A
27 1445 A C

5.4 Subclonagem no vetor de expressdo pSPaaNEO

A subclonagem no vetor de expressado das quimeras obtidas foi possivel apés

a modificagdes no processo de digestdo do vetor pSPaaNEO e na utilizacdo de uma

concentracdo satisfatdria dos insertos. A fim de garantir a completa digestdo do

vetor, foram realizadas quatros digestdes a uma concentragdo de 394 ng/uL cada.



39

Na eletroforese em gel de agarose pode ser observada uma banda bem definida na
altura de aproximadamente 5 Kb referente ao vetor de expressédo indicando que a
amostra foi bem digerida ndo sendo observados rastros que indicassem a presenca

de vetor fechado (Figura 14).

1 Kb Plus DNA Ladder

bp MM  aoNEO 0oNEO ooNEO oaNEO
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Figura 14. Gel representativo de digestdes enzimaticas do vetor de expressdo pSPaaNEO com as
enzimas BamHI e Kpnl. Eletroforese em gel de agarose 1% em tampédo TBE 1x. MM — 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen)

Apos a purificacdo do vetor, a transformacéo de E.coli Top 10 foi realizada e a
subclonagem no vetor de expresséo das construcdes quimeéricas foi confirmada por
analises de restricdo enzimatica com as enzimas BamHI e Kpnl. Na eletroforese em
gel de agarose foi observado a liberacdo de o fragmento de 1520 pb referente as
construcbes quiméricas e um fragmento de 4718 pb correspondente ao vetor
pSPaaNEO (Figura 15).

L1/ES5.3 MM L1/ES5.3
MM L1/e5.1 | MM L1/e5.2 L1/E5.2 / /

e - e -

Figura 15. Gel representativo da digestdo das quimeras no vetor de expressdo com as enzimas
BamHI e Kpnl. Eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE 1x. MM — 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen)
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho, ndés abordamos o0 tema de estratégias vacinais contra
doencas associadas ao papilomavirus bovino por meio da construcdo dos cassetes
de expressao pSPaaNEO-L1E5 para futura avaliacdo da expressdo das proteinas
obtidas em sistema baseado no protozoario Leishmania tarentolae além de, possivel
viabilizacdo de uma plataforma biotecnoldgica de producdo. Tendo isso em mente, 0
presente trabalho visou a construcdo dos cassetes de expressao utilizando genes
guiméricos baseados na insercdo de epitopos de E5 substituindo a regido do loop
DE do gene L1. As quimeras L1-E5 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 Ashrafi et al.
(2008), Mattil-fritz et al. (2008) e Sharma et al. (2012) ao avaliarem uma vacina
baseada em VLPs L1-E7 de BPV1. Contudo a resposta terapéutica induzida pela
proteina E7 é fraca, como descrito em estudo de Ashrafi et al. (2008), sugerindo
gue uma resposta mais eficiente poderia ser obtida com a utilizacdo da proteina E5.
Dessa forma, a oncoproteina E5 foi escolhida por ser a principal oncoproteina viral
do BPV atuando no desenvolvimento dos papilomas. Além disso, o E5 também é
responsavel pela regulacédo negativa do MHC de classe | conduzindo a evasao de
uma resposta imune terapéutica. Aléem das quimeras, o gene L1 selvagem também
foi produzido para o desenvolvimento de alternativas profilaticas, uma vez que a
proteina L1 tem a capacidade de induzir uma alta producdo de anticorpos

neutralizantes tipo-especificos quando produzida em sistemas recombinantes.

Dentre as vacinas que atualmente vém sendo desenvolvidas, muitas sao
produzidas fusionando proteinas as regides C-terminal e a a-hélice h4 do gene L1,
como também pode ser observado em estudos recentes do grupo (MARIZ, 2016). O
nosso trabalho optou por utilizar o loop DE para insercdo das sequéncias exdgenas
de E5 devido, principalmente, a maior exposicdo das sequéncias nessa regiao
aumentando a probabilidade de ligacdo de anticorpos monoclonais aos antigenos de
E5. Como visto nos estudos de Sadeyen et al. (2003) a presenca de sequéncias
exdgenas na regido dos loops resultam em uma menor probabilidade de afetar a
estrutura tridimensional da proteina quando comparada com mutacdes nas regifes
da a-hélice. Os loops sdo pequenas regides que comportam em média poucos

nucleotideos, logo a insercdo de sequéncias muito grandes na regido ocasionaria a
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perda de sua estrutura. Em vista disso, para evitar alteragdes na conformacdo da
proteina e, acabar inviabilizando a producdo de uma proteina funcional trés epitopos
diferentes do gene E5 foram selecionados para serem inseridos no loop DE, dado
gue a insercao do gene inteiro provocaria alteragoes.

A principio, as clonagens das quimeras L1-E5 no vetor de passagem pGEM-T
Easy ndo ocorreram como esperado fazendo-se necessario buscar as possiveis
causas desse problema e aplicar metodologias que visassem melhorar o0s
resultados. Problemas na reacdo de adenilagdo foram observados, uma vez que a
ligacdo dos genes ao vetor ndo funcionava. Para solucionar esse problema uma
nova aliquota de dATP foi preparada, além disso, alguns parametros na reacdo
também foram modificados. A concentracdo da aliquota de dATP preparada
aumentou de 2 mM para 5 mM e um volume maior do reagente foi utilizado na
adenilacdo, o mesmo foi feito para as quimeras produzidas, de modo que apenas
amostras com concentracdes maiores que 30 ng/uL foram utilizados na reacdo,

assim como um volume maior dos insertos.

Para a expresséo das proteinas quiméricas de interesse em L. tarentolae, foi
empregado um sistema in house previamente desenvolvido pelo grupo. O vetor ndo
comercial pSPaaNEO foi validado e se mostrou eficaz na expressao de proteinas do
HPV16 em Leishmania tarentolae (MARIZ, 2016). Diferentemente da estratégia
utilizada nesse trabalho, estudos recentes comumente vém empregando vetores
comerciais para a producdo de proteinas recombinantes do HPV em L. tarentolae
como indicam Salehi et al. (2012), Bolhassani et al. (2015), Hosseinzadeh et al.
(2013) e Shirbaghaee et al. (2015) obtiveram resultados positivos na obtencao das
proteinas E7 e L1 do HPV utlizando vetores pLEXSY, embora estudos mais
aprofundados sejam necessarios para otimizar a eficiéncia de producdo com esse
vetor. Ainda que a expressdo de proteinas heterélogas seja possivel, os vetores
comerciais possuem uma grande desvantagem quando comparado aos nao
comerciais, devido a necessidade de pagamento de royalties as empresas
detentoras de patentes, uma vez que a vacina venha a ser produzida
comercialmente. De modo que a utilizacdo de vetores comerciais gera um impacto

no custo da producéo da proteina diferente dos vetores ndo comerciais.
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Dificuldades nas subclonagens dos insertos no pSPaaNEO também
ocorreram, em decorréncia da presenca de vetores parcialmente digeridos o que
impediu a ligagdo dos insertos aos sitios de restricdo enzimatica. Para contornar
esse problema, concentracbes menores do vetor na reacdo foram usadas para
garantir sua completa digestdo. Contudo, apds a digestao total foi observado perda
do material durante o processo de purificacdo, de modo que para assegurar uma
concentragdo suficiente do pSPaaNEO para subclonagem foram feitas quatro
digestdes do vetor que ao final resultaram em uma amostra Unica a uma

concentragéo de 90 ng/uL.

Até onde se tem conhecimento, ndo ha relato de nenhum estudo utilizando o
sistema de L. tarentolae para producdo de proteinas de BPV, de forma que a
construcdo de cassetes de expressao para producdo de antigenos virais nesse
protozoario representa uma estratégia inovadora para o controle e combate a
doenca. Embora o emprego desse protozoario como modelo para estudos
bioquimicos e de biologia molecular de Tripanossomatideos seja bem estabelecido,
apenas recentemente vem sendo explorado como um sistema recombinante. Devido
principalmente a capacidade de realizar padrbes de modificacbes pos traducionais
similar aos encontrados em mamiferos € que esse sistema se mostra atrativo para a
producédo e estudo de proteinas de mamiferos. A obtencédo das quimeras de L1-E5
nesse trabalho possibilita em estudos futuros o desenvolvimento de plataforma

biotecnolégica para producédo de antigenos vacinais contra o BPV1.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a construcdo dos cassetes de
expressdo pSPaaNEO-L1E5. Os dados apontam para a correta construcdo das
guimeras, que embora tenha sido observada a presenca de mutacdes, as mesmas
nao seriam capazes de causar alteracdes significativas nas sequéncias de
proteinas. Estudos mais aprofundados s@o necessarios a fim de determinar a
capacidade das quimeras de produzir proteinas funcionais capazes de desencadear
estimulos celulares profilaticos e terapéuticos. A utilizacdo das quimeras como
antigenos € de grande relevancia, uma vez que ndo existem tratamentos eficientes
para o controle da papilomatose bovina. A obtencéo de proteinas a partir do sistema
heterélogo de Leishmania tarentolae apresenta um potencial para produzir proteinas
a um baixo custo, comparado as ceélulas de mamiferos e de insetos, devido a
capacidade de cultivo celular em meios simples e aos altos niveis de expressao
relatados. A utilizacdo da L. tarentolae como plataforma para o desenvolvimento de
estratégias vacinais contra o BPV representa uma abordagem biotecnoldgica
inovadora, sobretudo a luz de uma estratégia pioneira contra a doenca. Dessa
maneira, a construcdo dos cassetes possibilita, a partir de andlises futuras, o
desenvolvimento de uma plataforma para a producdo em larga escala de antigenos

vacinais contra o BPV.
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9 ANEXOS

As sequéncias destacadas GGATCC (vermelho), CCATGG (roxo), GCCATG
(verde escuro), GGTACC (azul) e TAA (verde claro) se referem respectivamente aos
sitios de BamHI, Ncol, sequéncia Kozak, Kpnl e cdédon de parada. As sequéncias
grifadas em amarelo, rosa e cinza correspondem aos diferentes epitopos de E5.

L1/E5.1

COIN [Nl NIeGCGTTGTGGCAACAAGGCCAGAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCC
TGTAAGCAAGGTGCTCTGCAGTGAAACCTATGTGCAAAGAAAAAACATTTTTTATCATGCAGAAAC
GGAGCGCCTGCTAACTATAGGACATCCATATTACCCAGTGTCTATCGGGGACAAAACTGTTCCTA
AGGTCTCTGCAAATCAGTATAGGGTATTTAAAATACAGCTACCTGATCCCAATCAATTTGCACTAC

CTGACAGGACTGTTCACAACCCAAGTAAAGAGCGGCTGGTGTGGGCAGTCATAGGTGTGCAAGT
GTCCAGAGGGCAGCCTCTTGGAGGTACTGTAACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTTTGCTTGATG
CAGAAAATGTGAATCTATGGTTTCTATTGTTCTTGGGAACAACAGATGACAGGAAACAAACAGGCT
TAGATGCTAAGCAACAACAGATTTTGTTGCTAGGCTGTACCCCTGCTGAAGGGGAATATTGGACA
ACAGCCCGTCCATGTGTTACTGATCGTCCAGATAAAGGCGCCTGCCCTCCTCTTGAATTAAAAAA

CAAGCACATAGAAGATGGGGATATGATGGAAATTGGGTTTGGTGCAGCCAACTTCAAAGAAATTA
ATGCAAGTAAATCAGATCTACCTCTTGACATTCAAAATGAGATCTGCTTGTACCCAGACTACCTCA
AAATGGCTGAGGACGCTGCTGGTAATAGCATGTTCTTTTTTGCAAGGAAAGAGCAGGTGTATGTT

AGACACATCTGGACCAGAGGGGGCTCGGAGAAAGAAGCCCCTAGTACAGAATTTTATTTAAAAAA
TAATAAAGGGGATGCCAGCCTTAAAATACCCAGTGTGCATTTTGGAAGTCCCAGTGGCTCACTAG
TCTCAACTGATAATCAAATTTTTAATCGGCCTTACTGGCTATTCCGTGCCCAGGGCATGTACAATG
GAATTGCATGGAATAATTTATTGTTTTTAACAGTGGGGGACAATACACGTGGTACTAATCTTACCA

TAAGTGTAGCCTCAGATGAGACCCCACTAAAAGAGTATGATAGCACAAAATTCAATGTATACCATA
GACATATGGAAGAATATAAGCTAGCCTTTATATTAGAGCTATGCTCTGTGGAAATCACAGCTCAAA
CTGTGTCACATCTGCAAGGACTTATGCCCTCTGTGCTTCAAAATTGGGAAATAGGTGTGCAGCCT
CCTACNTCATCGATATTAGAGGACACCTATCGGTATATAGAGTNTCCTGCAACTAAATGTGCAAGC
AATGTAATTCCTGCAAAAGAAGACCCTTATGCAGGGTTTAAATTTTGGAACATAGATCTTAAAGAA

AAGCTTTCTTTGGACTTAGATCAATTTCCCTTGGGAAGAAGATTTTTAGCACAGCAAGGGGCAGG

ATGTTCCACTGTGAGAAAACGAAGAATTAGCCAAAAAACTTCCAGTAAGCCTGCAAAAAAAAAAAA
AAAATAAGGTACCCC

L1/E5.2

COIN TSNl leoNIe GCGTTGTGGCAACAAGGCCAGAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCC
TGTAAGCAAGGTGCTCTGCAGTGAAACCTATGTGCAAAGAAAAAACATTTTTTATCATGCAGAAAC
GGAGCGCCTGCTAACTATAGGACATCCATATTACCCAGTGTCTATCGGGGACAAAACTGTTCCTA
AGGTCTCTGCAAATCAGTATAGGGTATTTAAAATACAGCTACCTGATCCCAATCAATTTGCACTAC
CTGACAGGACTGTTCACAACCCAAGTAAAGAGCGGCTGGTGTGGGCAGTCATAGGTGTGCAAGT
GTCCAGAGGGCAGCCTCTTGGAGGTACTGTAACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTTTGCTTGATG
CAGAAAATGTGAATTACTCCCATCATIIICAGTIGOTCEACAACAGATGACAGGAAACAAACAGGC
TTAGATGCTAAGCAACAACAGATTTTGTTGCTAGGCTGTACCCCTGCTGAAGGGGAATATTGGAC
AACAGCCCGTCCATGTGTTACTGATCGTCCAGATAAAGGCGCCTGCCCTCCTCTTGAATTAAAAA
ACAAGCACATAGAAGATGGGGATATGATGGAAATTGGGTTTGGTGCAGCCAACTTCAAAGAAATT
AATGCAAGTAAATCAGATCTACCTCTTGACATTCAAAATGAGATCTGCTTGTACCCAGACTACCTC
AAAATGGCTGAGGACGCTGCTGGTAATAGCATGTTCTTTTTTGCAAGGAAAGAGCAGGTGTATGT
TAGACACATCTGGACCAGAGGGGGCTCGGAGAAAGAAGCCCCTAGTACAGAATTTTATTTAAAAA
ATAATAAAGGGGATGCCAGCCTTAAAATACCCAGTGTGCATTTTGGAAGTCCCAGTGGCTCACTA
GTCTCAACTGATAATCAAATTTTTAATCGGCCTTACTGGCTATTCCGTGCCCAGGGCATGTACAAT



GGAATTGCATGGAATAATTTATTGTTTTTAACAGTGGGGGACAATACACGTGGTACTAATCTTACC
ATAAGTGTAGCCTCAGATGAGACCCCACTAAAAGAGTATGATAGCACAAAATTCAATGTATACCAT
AGACATATGGAAGAATATAAGCTAGCCTTTATATTAGAGCTATGCTCTGTGGAAATCACAGCTCAA
ACTGTGTCACATCTGCAAGGACTTATGCCCTCTGTGCTTCAAAATTGGGAAATAGGTGTGCAGCN
TCCTACNTCATCGATATTAGAGGACACCTATCGGTATATAGAGTNTCCTGCAACTAAATGTGCAAG
CAATGTAATTCCTGCAAAAGAAGACCCTTATGCAGGGTTTAAATTTTGGAACATAGATCTTAAAGA
AAAGCTTTCTTTGGACTTAGATCAATTTCCCTTGGGAAGAAGATTTTTAGCACAGCAAGGGGCAG
GATGTTCCACTGTGAGAAAACGAAGAATTAGCCAAAAAACTTCCAGTAAGCCTGCAAAAAAAAAAA
AAAAATAAGGTACCCC

L1/E5.3

CCIN [Nl IeGCGTTGTGGCAACAAGGCCAGAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCC
TGTAAGCAAGGTGCTCTGCAGTGAAACCTATGTGCAAAGAAAAAACATTTTTTATCATGCAGAAAC
GGAGCGCCTGCTAACTATAGGACATCCATATTACCCAGTGTCTATCGGGGACAAAACTGTTCCTA
AGGTCTCTGCAAATCAGTATAGGGTATTTAAAATACAGCTACCTGATCCCAATCAATTTGCACTAC
CTGACAGGACTGTTCACAACCCAAGTAAAGAGCGGCTGGTGTGGGCAGTCATAGGTGTGCAAGT
GTCCAGAGGGCAGCCTCTTGGAGGTACTGTAACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTTTGCTTGATG
CAGAAAATGTGAATTTGTITITICTTGTATACTGGGATACAACAGATGACAGGAAACAAACAGGCT
TAGATGCTAAGCAACAACAGATTTTGTTGCTAGGCTGTACCCCTGCTGAAGGGGAATATTGGACA
ACAGCCCGTCCATGTGTTACTGATCGTCCAGATAAAGGCGCCTGCCCTCCTCTTGAATTAAAAAA
CAAGCACATAGAAGATGGGGATATGATGGAAATTGGGTTTGGTGCAGCCAACTTCAAAGAAATTA
ATGCAAGTAAATCAGATCTACCTCTTGACATTCAAAATGAGATCTGCTTGTACCCAGACTACCTCA
AAATGGCTGAGGACGCTGCTGGTAATAGCATGTTCTTTTTTGCAAGGAAAGAGCAG-
TGTATGTTAGACACATCTGGACCAGAGGGGGC
CGGAGAAAGAAGCCCCTAGTACAGAATTTTATTTAAAAAATAATAAAGGGGATGCCAGCCTTAAAA
TACCCAGTGTGCATTTTGGAAGTCCCAGTGGCTCACTAGTCTCAACTGATAATCAAATTTTTAATC
GGCCTTACTGGCTATTCCGTGCCCAGGGCATGTACAATGGAATTGCATGGAATAATTTATTGTTTT
TAACAGTGGGGGACAATACACGTGGTACTAATCTTACCATAAGTGTAGCCTCAGATGAGACCCCA
CTAAAAGAGTATGATAGCACAAAATTCAATGTATACCATAGACATATGGAAGAATATAAGCTAGCC
TTTATATTAGAGCTATGCTCTGTGGAAATCACAGCTCAAACTGTGTCACATCTGCAAGGACTTATG
CCCTCTGTGCTTCAAAATTGGGAAATAGGTGTGCAGCCTCCTACCTCATCGATATTAGAGGACAC
CTATCGGTATATAGAGTCTCCTGCAACTAAATGTGCAAGCAATGTAATTCCTGCAAAAGAAGACCC
TTATGCAGGGTTTAAATTTTGGAACATAGATCTTAAAGAAAAGCTTTCTTTGGACTTAGATCAATTT
CCCTTGGGAAGAAGATTTTTAGCACAGCAAGGGGCAGGATGTTCCACTGTGAGAAAACGAAGAAT
TAGCCAAAAAACTTCCAGTAAGCCTGCAAAAAAAAAAAAAAAATARGGTACCCC

L1

ATGGCGTTGTGGCAACAAGGCCAGAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCCTGTAAGCAAGGTGCTCT
GCAGTGAAACCTATGTGCAAAGAAAAAACATTTTTTATCATGCAGAAACGGAGCGCCTGCTAACTA
TAGGACATCCATATTACCCAGTGTCTATCGGGGACAAAACTGTTCCTAAGGTCTCTGCAAATCAGT
ATAGGGTATTTAAAATACAGCTACCTGATCCCAATCAATTTGCACTACCTGACAGGACTGTTCACA
ACCCAAGTAAAGAGCGGCTGGTGTGGGCAGTCATAGGTGTGCAAGTGTCCAGAGGGCAGCCTCT
TGGAGGTACTGTAACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTTTGCTTGATGCAGAAAATGTGAATAGAAA
AGTCACCACCCAAACAACAGATGACAGGAAACAAACAGGCTTAGATGCTAAGCAACAACAGATTT
TGTTGCTAGGCTGTACCCCTGCTGAAGGGGAATATTGGACAACAGCCCGTCCATGTGTTACTGAT
CGTCCAGATAAAGGCGCCTGCCCTCCTCTTGAATTAAAAAACAAGCACATAGAAGATGGGGATAT
GATGGAAATTGGGTTTGGTGCAGCCAACTTCAAAGAAATTAATGCAAGTAAATCAGATCTACCTCT
TGACATTCAAAATGAGATCTGCTTGTACCCAGACTACCTCAAAATGGCTGAGGACGCTGCTGGTA
ATAGCATGTTCTTTTTTGCAAGGAAAGAGCAGGTGTATGTTAGACACATCTGGACCAGAGGGGGC
TCGGAGAAAGAAGCCCCTAGTACAGAATTTTATTTAAAAAATAATAAAGGGGATGCCAGCCTTAAA
ATACCCAGTGTGCATTTTGGAAGTCCCAGTGGCTCACTAGTCTCAACTGATAATCAAATTTTTAAT
CGGCCTTACTGGCTATTCCGTGCCCAGGGCATGTACAATGGAATTGCATGGAATAATTTATTGTTT



TTAACAGTGGGGGACAATACACGTGGTACTAATCTTACCATAAGTGTAGCCTCAGATGAGACCCC
ACTAAAAGAGTATGATAGCACAAAATTCAATGTATACCATAGACATATGGAAGAATATAAGCTAGC
CTTTATNTTAGAGNTATGCTCTGTGGAAATCACAGCTCAAACTGTGTCACATCTGCAAGGACTTAT
GCCCTCTGTGCTTCAAAATTGGGAAATAGGTGTGCAGCNTCCTACCTCATCGATATTAGAGGACA
CCTATCGGTATATAGAGTCTCCTGCAACTAAATGTGCAAGCAATGTAATTCCTGCAAAAGAAGACC
CTTATGCAGGGTTTAAATTTTGGAACATAGATNTTAAAGAAAAGCTTTCTTTGGANTTAGATCAATT
TCCCTTGGGAAGAAGATTTTTAGCACAGCAAGGGGCAGGATGTTNCACTGTGAGAAAANGAAGAA
TTAGCCAAAAAACTTCCAGTAAGCCTGCAAAAAAAAAAAAAAAATAA



