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RESUMO

BARROS, T. B. Expressao e caracterizacio da glicoproteina D do HSV-1
geneticamente fusionada as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 e HPV-18 (gDE7E6)
em células de mamifero. 2019. 88f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

O cancer cervical ¢ um dos tipos de cancer mais comuns entre as mulheres, e a infec¢do
persistente pelos HPV-16 e HPV-18 ¢ responsavel por 70% dos casos. As vacinas
profilaticas disponiveis possuem alta eficacia na prevencdo da infecgdo pelos tipos mais
prevalentes de HPV. No entanto, este tipo de abordagem ndo beneficia mulheres que ja
apresentam lesdes precursoras ou tumores cervicais avancados, € a busca por abordagens
terapéuticas para esse tipo de cancer ¢ considerada uma necessidade. A qualidade do
antigeno representa um aspecto fundamental para o sucesso de vacinas terapéuticas
baseadas em proteinas recombinantes. Neste sentido, os sistemas de expressao em células
eucaridticas, como leveduras e células de mamiferos sao considerados adequados para a
producdo de proteinas com aplicag@o biotecnoldgica. O objetivo principal deste trabalho
contemplou a expressdo das proteinas de fusao gDE7E6 do HPV-16 ¢ do HPV-18 ¢ a
oncoproteina E7 do HPV-16 em células da levedura Pichia pastoris e expressdo da
gDE7E6 do HPV-16 e do HPV-18 em células de mamifero HEK293T e CHODG-44 para
obtencdo de antigenos purificados com futura aplicagdo em vacinas terap€uticas contra
tumores associados ao HPV-16 e HPV-18. Os genes que codificam as proteinas gDE7E6
dos HPV-16 e HPV-18 e da E7 do HPV-16 foram clonados no vetor pPIC9K, os quais
foram linearizados por digestao enzimatica e utilizados na transformacao da P. pastoris.
A expressao das proteinas foi analisada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas, no entanto,
nao foi observada a produgdo das proteinas no sobrenadante ¢ nem no lisado celular.
Diante desta constatacdo, iniciamos a expressdo das proteinas gDE7E6 do HPV-16 e
gDE7E6 do HPV-18 em células de mamiferos HEK293T e CHODG-44. As sequéncias
genéticas das proteinas gDE7E6 do HPV-16 e do HPV-18 foram clonadas no vetor de
expressao pNUI1 e analisadas por digestao enzimatica. Analises de SDS-PAGE e western
blot demonstraram a expressdo das proteinas gDE7E6 do HPV-16 e do HPV-18 em até
96 horas em cé¢lulas HEK293T. Em paralelo, realizamos a transfeccao estavel dos
plasmideos contendo as sequencias da gDE7E6 do HPV-16 e gDE7E6 do HPV-18 em
células CHO-DG44. Com o intuito de aumentar a expressao das proteinas de interesse na
populacdao mista de CHODG-44, realizamos amplificagdo gendmica com metotrexato
(MTX), sendo possivel observar aumento da expressao das proteinas, conforme aumento
gradativo nas concentracdes de MTX. Posteriormente, foram feitas tentativas para isolar
um clone produtor das proteinas gDE7E6 HPV-16 e HPV-18, através de clonagem por
dilui¢do limitante e sistema automatizado, sendo possivel isolar um clone para cada
construgdo através de matriz semisoélida, confirmado por western blot e citometria de
fluxo. Apesar de demonstrar a expressdo das proteinas de interesse em sistema de
expressao baseado em células de mamifero, o rendimento obtido apds a purificagdo por
afinidade ao niquel foi extremamente baixo, o que dificulta a obtencdo dos antigenos para
fins vacinais.

Palavras-Chaves: Cancer de colo de tutero, Pichia pastoris, Células de mamifero, Proteina
recombinante.



ABSTRACT

BARROS, T. B. Expression and characterization of the genetically fused HSV-1
glycoprotein D to E6 and E7 oncoproteins HPV-16 ¢ HPV-18 (gDE7E6) in
mammalian cells. 2019. 88f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Cervical cancer is one of the most common cancers among women, and persistent
infection with HPV-16 and HPV-18 accounts for 70% of the cases. Available
prophylactic vaccines are highly effective in preventing infection by the most prevalent
types of HPV. However, this type of approach does not benefit women who already have
precursor lesions or advanced cervical tumors, and the search for therapeutic approaches
to this type of cancer is considered a necessity. Antigen quality represents a key aspect
for the success of therapeutic vaccines based on recombinant proteins. In this sense,
expression systems based in eukaryotic cells such as yeast and mammalian cells are
considered suitable for the production of proteins with biotechnological applications. The
main objective of this work was to express the gDE7E6 fusion proteins HPV-16 and
HPV-18 and the E7 oncoprotein HPV-16 in Pichia pastoris and expression of gDE7E6
HPV-16 and HPV-18 in mammalian cells HEK293T and CHODG-44 to obtain purified
antigens with future applications in therapeutic vaccines against HPV-16 and HPV-18
associated tumors. The genes encoding the gDE7E6 proteins HPV-16 and HPV-18 and
E7 HPV-16 were cloned into the pPIC9K vector, which were linearized by enzymatic
digestion and used in the transformation of P. pastoris. Expression of the proteins was
analyzed at 24, 48, 72 and 96 hours, however, the production of the proteins in the
supernatant and in the cell lysate was not observed. In light of this finding, we initiated
the expression of gDE7E6 proteins HPV-16 and HPV-18 in mammalian cells HEK293T
and CHODG-44. The genetic sequences of gDE7E6 proteins HPV-16 and HPV-18 were
cloned into the pNU1 expression vector and analyzed by enzymatic digestion. SDS-
PAGE and western blot analyzes demonstrated expression of gDE7E6 proteins HPV-16
and HPV-18 within 96 hours in HEK293T cells. In parallel, we performed stable
transfection of plasmids containing gDE7E6 HPV-16 and HPV-18 sequences into CHO-
DG44 cells. In order to increase the expression of the proteins in the mixed population of
CHODG-44, we performed genomic amplification with methotrexate (MTX), and it was
possible to observe an increase in protein expression, as a gradual increase in MTX
concentrations. Therefore, attempts were made to isolate a clone producing gDE7E6
proteins HPV-16 and HPV-18 by limiting dilution and automated system, being possible
to isolate one clone for each construct through a semisolid matrix, confirmed by western
blot and flow cytometry. Despite observing protein expression in mammalian cell-based
expression system, the yield obtained after nickel affinity purification was extremely low,
which makes it difficult to obtain the antigens for vaccine purposes.

Key words: Cervical cancer, Pichia pastoris, Mammalian cells, Recombinant protein.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1 VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) E CANCER CERVICAL

Em 1970, a associagao entre HPV e cancer cervical foi descrita pela primeira vez
por Harald zur Hausen (NOUR, 2009). Nos dias atuais, se sabe que a origem de alguns
tipos de cancer, principalmente os anogenitais e de orofaringe, estdo relacionados com a
infecgdo persistente pelo HPV (BURD & DEAN, 2016). Dentre estes, o cancer cervical
¢ 0 mais frequentemente associado, sendo o quarto tipo de cancer mais letal em mulheres
no mundo (WHO, 2019). Aproximadamente 570 mil mulheres foram diagnosticadas com
cancer cervical em 2018, representando 6,6% de todos os casos de cancer em mulheres,
sendo em 2012 cerca de 266 mil mortes em decorréncia desta doengca (WHO, 2019). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), foram registrados 72 mil novos casos
em 2013 na América Latina e, no Brasil, foi estimado 16.370 novos casos em 2018.

Atualmente estdo descritos mais de 200 genotipos de HPV, sendo que 40
genotipos sdo capazes de infectar a regido anogenital e 12 gendtipos sao classificados
como carcinogénicos, de acordo seu potencial oncogénico (MA et al., 2012; BURD &
DEAN, 2016). De acordo com a capacidade destes virus de induzir lesdes, eles podem
ser classificados em gendtipos de baixo e alto risco. Os HPVs de baixo risco estdo
associados as verrugas genitais, sendo os gendtipos 6 e 11 responsaveis por 90% dos
casos (PITISUTTITHUM et al., 2015). Os HPVs de alto risco sdo encontrados em
virtualmente todos os casos de tumores cervicais, sendo os gendtipos 16 e 18 associados
a 70% destes tumores (CROSBIE et al., 2013; PITISUTTITHUM et al., 2015;
EGGERSMANN et al., 2019; ZENG et al., 2019)(PITISUTTITHUM; VELICER,;
ALAIN LUXEMBOURG, 2015).

O genoma circular do HPV é composto por 8 genes expressos na fase inicial (L1
e L2) e tardia (E1, E2, E4, ES, E6 e E7) do ciclo viral. As proteinas do capsideo (L1 e L2)
facilitam a entrada na camada basal dos queratinocitos, além disso a L2 auxilia na
integragdo do genoma viral na célula hospedeira, onde a replicagdo acontece via E1/E2,
bem como através da maquinaria de replicacdo da célula hospedeira. A integracao viral
ocorre na regido de E1/E2, causando a deleg¢do da sequéncia génica de E2, que resulta em
perda do controle do feedback e superexpressdo dos oncogenes E6/E7, bem como
silenciamento dos genes iniciais que sao necessarios para regulagdo da replicagdo viral.

A superexpressao de E6/E7 leva a progressao da carcinogénese, através da replicagao do
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DNA viral nas camadas mais profundas do epitélio (BURD,2003; YUGAWA &
KIYONO, 2009; CROSBIE et al.,2013; FANG et al.,2014; BURDEN & DEAN, 2016).
A maioria das infec¢des por HPV ¢ transiente, cerca de 50% sdo eliminadas em 1
ano ¢ 90% em até 2 anos sem qualquer interven¢do em individuos imunocompetentes
(MOSCICKI et al.,2004; BURDEN & DEAN, 2016; EGGERSMANN et al., 2019). No
entanto, nos casos em que a infeccdo ¢ persistente, através da superexpressdao dos
oncogenes E6/E7 por anos ou décadas, podem ocorrer modificagdes no epitélio cervical
dando origem a neoplasias intraepiteliais cervicais ou lesdes intraepiteliais escamosas,
que na maioria dos casos, sao assintomaticas e diagnosticadas pelo exame de Papanicolau.
Se nao diagnosticadas, as lesdes precursoras podem evoluir para lesdes de alto grau e

carcinoma cervical in situ, ainda localizado (EGGERSMANN et al., 2019).

1.2 HPV E VACINAS

Na maioria dos paises em desenvolvimento, o controle e programas de triagem
ndo sao suficientes para prevenir a evolucao das lesdes precursoras induzidas pela
infeccdo pelo HPV. Dessa forma, o desenvolvimento de vacinas tem se tornado uma
questdo importante. A prevencao da infec¢do pelos HPVs de alto risco € uma intervengao
atraente para reduzir a frequéncia de lesoes precursoras e do cancer cervical a longo prazo.
Atualmente existem 3 vacinas preventivas baseadas em Virus like Particles (VLPs)
disponiveis no mercado, a bivalente Cervarix® (Glaxo Smith&Kline), a quadrivalente
Gardasil® (Merck Sharp&Dohme) e nonavalente Gardasil 9® (Merck Sharp&Dohme)
(ZENG et al., 2019). A Cervarix® é composta por VLPs dos genotipos 16 ¢ 18 e é
produzida em sistema de expressdao de baculovirus em células de inseto (Spodoptera
frugiperda) (HARPER & VIERTHALER, 2011). A quadrivalente Gardasil® é composta
por VLPs dos 4 gendtipos de HPVs, sendo 2 de alto risco (16 e 18) e 2 de baixo risco (6
e 11), produzidas em leveduras Saccharomyces cerevisiae (VILLA et al., 2005). A
nonavalente Gardasil 9® ¢ composta por VLPs dos gendtipos 16, 18, 6, 11,31, 33,45, 52,
58, produzida em leveduras S. cerevisiae (MOREIRA et al., 2018).

No Brasil, a Cervarix® e a quadrivalente Gardasil® foram registradas na ANVISA
em 2006 e a nonavalente Gardasil 9® em 2017, sendo a quadrivalente Gardasil®
distribuida pelo Sistema Unico de Saude (SUS) desde 2014. Essas vacinas conferem
protecao contra os genotipos virais mais frequentemente associados ao cancer cervical e
as verrugas genitais, estimulando a produ¢ao de anticorpos neutralizantes contra proteinas

do capsideo viral e prevenindo a entrada do virus na célula (MAHDAVI & MONK,
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2005). Espera-se entdao que os individuos imunizados com tais vacinas estejam protegidos
contra a infeccdo viral. Apesar da alta eficiéncia, tais vacinas apresentam um custo
elevado de producao e ndo sdo capazes de regredir lesdes precursoras e tumores cervicais
estabelecidos (PITISUTTITHUM et al., 2015). Os tratamentos convencionais para
mulheres que apresentam tumores induzidos por HPV incluem quimioterapia,
radioterapia ou cirurgia. Tais intervencdes sdo consideradas agressivas e invasivas, além
de apresentarem baixa eficacia em lesdes avancadas (MAHDAVI & MONK, 2005).

Neste contexto, as vacinas terapéuticas (uma modalidade de imunoterapia ativa)
podem contribuir para o controle de tumores induzidos pelo HPV por meio da ativagao
de uma resposta imunoldgica especifica, principalmente de linfocitos T CD8" efetores.
Estes linfocitos possuem a capacidade de controlar tumores induzidos pelo HPV e
impedir o avango tumoral no epitélio cervical (MAHDAVI & MONK, 2005). As
oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 sdo consideradas antigenos ideais para vacinas
terapéuticas contra tumores cervicais por serem expressas constitutivamente em células
infectadas e tumorais. Algumas das estratégias terapéuticas em desenvolvimento sdo
baseadas em: vetores virais vivos, proteinas recombinantes purificadas, DNA, peptideos
e c¢lulas dendriticas. Ainda ndo existem vacinas terapéuticas para tumores induzidos pelo
HPV no mercado, mas diversas estratégias estao sendo estudadas e algumas se encontram
em fase clinica (BRINKMAN et al., 2007; BURDEN & DEAN, 2016). Diversos estudos
j4 demonstraram a indu¢do de respostas imunologicas especificas contra antigenos do
HPV, como anticorpos, células T CD4" ou T CD8", mas a regressdo completa das lesdes
ainda precisa ser demonstrada (DE JONG et al., 2002; GOLDSTONE et al., 2002;
SHEETS et al., 2003; WELTERS et al., 2005; KENTER et al., 2008; BAGARAZZI et
al., 2012; KIM et al., 2014).

As oncoproteinas E6 e E7 estdo associadas a inativacao de proteinas reguladoras
do ciclo celular. A E6 se liga a proteina p53 e E7 se liga a proteina do retinoblastoma
(pRB) (MA et al., 2012). A fun¢ao da proteina p53 estd relacionada com ativagdo de
genes envolvidos no mecanismo de reparo do DNA ou sinalizagdo para apoptose apos
danos na molécula, causados por algum tipo de stress como luz ultravioleta. Quando a
proteina E6 ¢ expressa na célula, esta recruta a proteina E6AP (ubiquitina ligase) que ¢
responsavel pela degradacao de p53. Sem a proteina p53 a célula ndo consegue realizar o
mecanismo de reparo em seu material genético, aumentando os episddios de mutacdes e

rearranjos que, em conjunto, propiciam um ambiente favoravel para o desenvolvimento
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de uma neoplasia ou cancer (FARIDI et al., 2011; CROSBIE et al., 2013). A proteina
pRB inibe o progresso do ciclo celular ao atuar em conjunto com o fator de transcri¢ao
E2F, responsavel por ativar genes necessarios para replicacao na fase S. A interagdo entre
E7 e pRB permite que o fator de transcrigdo ative os genes de replicacdo sem regulacao,
levando ao desenvolvimento do ciclo celular e a um estimulo constante da proliferagao
das células infectadas (SANDAL, 2002; CROSBIE et al., 2013).

O Laboratorio de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da USP desenvolveu ao longo dos anos, duas estratégias vacinais
terapéuticas contra tumores associados ao HPV-16. Uma delas ¢ baseada em vacina de
DNA que codifica as oncoproteinas E5, E6 ¢ E7 do HPV-16 fusionadas geneticamente a
glicoproteina D (gD) do virus herpes simples 1 (HSV-1) (DINIZ et al., 2010) e a outra
baseada na proteina de fusdo gDE7 produzida e purificada a partir de sistema de expressdo
procarioto (PORCHIA et al., 2011). As duas estratégias foram capazes de ativar
linfocitos T CD8" E7-especificos com capacidade citotoxica, conferindo protegio
antitumoral terapéutica no modelo murino de tumores associados ao HPV-16, baseado no
transplante de células TC-1. Quando associadas a adjuvantes, as vacinas foram capazes

de controlar o crescimento de tumores em camundongos.

1.3 GLICOPROTEINA D (gD) DO VIRUS HERPES SIMPLES 1 (HSV-1)

As glicoproteinas do HSV fazem parte do envelope do virus e sdo essenciais no
processo de internalizacdo em células permissivas. A fusdo da membrana celular com o
envelope do HSV ocorre pela interagdo com receptores celulares especificos. A proteina
gD interage com 3 tipos de receptores: Nectin-1, heparan-sulfato e HVEM (Herpes Virus
Entry Mediator) (CHEUNG et al., 2009).

O receptor HVEM pertence a familia dos receptores de fatores de necrose tumoral
(TNFR), sendo expresso em linfocitos, mondcitos e células dendriticas. Tal receptor
desempenha importante papel na ativagdo ou inibi¢ao das respostas imunes adaptativas.
A intera¢dao entre HVEM e o ligante LIGHT e LT-a geram sinais estimulatorios que
levam a ativagdo do fator de transcri¢do NF-kB modulando vias de sinalizagdo que levam
a ativagdo de linfécitos T. O HVEM também interage com o atenuador de linfocitos B e
T (BTLA) e CD160, que levam a inibi¢ao da ativagao de células T (SCIORTINO et al.,
2008; CHEUNG et al., 2009; DIMENNA et al., 2010). Neste contexto, a regiao N-
terminal da proteina gD possui a capacidade de competir com o BTLA e CD160 no

mesmo sitio de ligagdo ao HVEM, reduzindo seus efeitos inibitérios € promovendo uma
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ativacao mais eficiente de linfocitos B e T, mas nao interferindo com os sinais
estimulatérios promovidos por HVEM/LIGHT/LT-a (DIMENNA et al, 2010;
EDWARDS & LONGNECKER et al., 2017) (Figura 1).

Co-repression Co-stimulation

HVEM | *<—> O LTol

Figura 1. Sinais promovidos por HVEM sao bidirecionais. HVEM pode interagir com ligantes
inibitorios (BTLA/CD160), ligantes estimulatorios (LIGHT/LT-a) e a gD do HSV-1. HVEM ¢ expresso
em varios tipos celulares, como linfocitos, células dendriticas, células NK, macréfagos, neurdnios e células
epiteliais. BTLA e LIGHT sdo expressos na maioria dos leucécitos, incluindo linfocitos e granuldcitos.
CD160 ¢ encontrado em linfocitos T CD4+ e T CD8+, células NK e linfocitos intraepiteliais. A ligagao da
gD, BTLA e CD160 acontece via dominio 1 rico em cisteina (CDR1) do HVEM, enquanto que LIGHT ¢
LT-a se ligam via CDR2 e CDR3 (Adaptado de EDWARDS & LONGNECKER et al., 2017).

Estudos mostraram que a fusdo da gD a diferentes antigenos virais foi capaz de
gerar uma resposta de células T CD8" antigeno especifica (LASARO et al., 2005;
LASARO et al., 2008; DIMENNA et al., 2010). Adicionalmente, estudos realizados no
LDV sugerem que a proteina gD pode direcionar o antigeno a ela fusionado para uma
subpopulagdo de células dendriticas especializadas em promover a apresentacdo cruzada
de antigenos para linfocitos T CD8" (PORCHIA et al., 2017). Além disso, a inser¢do do
antigeno E6 na proteina recombinante gDE7 se torna essencial, visto que alguns trabalhos
j4 demonstraram que a resposta contra o antigeno E6 ¢ mais robusta do que contra o
antigeno E7 em pacientes com neoplasias de alto grau submetidos a imunoterapias (KIM
et al., 2014). Em conjunto, estes dados mostram a relevancia da proteina gD para a
ativagdo e diferenciagdo de linfocitos T CD8" efetores e sua fungdo adjuvante em
aumentar a imunogenicidade de antigenos a ela fusionados, melhorando a amplitude da

resposta imune gerada.
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1.4 SISTEMA DE EXPRESSAO BASEADO EM P. PASTORIS

Devido ao grande valor bioldgico e comercial de proteinas com fins vacinais, nos
ultimos anos o foco de muitos estudos tem sido encontrar meios para produzi-las de forma
eficiente e funcional. As ferramentas necessarias para produgao de proteinas heterélogas
sdo: (1) gene ou DNA que codifica a proteina desejada, (ii) vetor adequado e (iii) sistema
biologico que pode transcrever e traduzir o gene na proteina de interesse. Sendo assim
um sistema de expressao eficiente deve: (i) produzir proteinas, (ii) ter bom rendimento,
(ii1) ser de facil manipulagdo e manutengado, (iv) ser seguro e econdmico e (v) facilitar a
purificacao (DEMAIN & VAISHNAYV, 2009). Os sistemas de expressao mais utilizados
para producao de proteinas recombinantes sao fundamentados em culturas de bactérias,
leveduras, células de mamiferos e células de inseto (baculovirus) (DEMAIN &
VAISHNAYV, 2009). A escolha do sistema de expressao mais apropriado depende da
complexidade da proteina de interesse, necessidade de modificagdes pos-traducionais e
rendimento desejado (MACCANI et al., 2014).

A utilizacdo de células de leveduras como sistema de expressdo de proteinas
recombinantes tem sido amplamente difundida ao longo dos anos, principalmente por
apresentar vantagens como rapido crescimento, facil manipulacdo genética,
processamento mais similar ao encontrado em células de animais como modificagdes pos-
traducionais, rapidamente atinge alta densidade celular, alta produtividade, ndo contem
compostos imunogénicos como pirogénios, além de possuir melhor custo/beneficio
(DEMAIN & VAISHNAYV, 2009; BAGHBAN et al., 2018). A levedura S. cerevisiae € a
mais conhecida e utilizada, porém ela realiza hiperglicosilagdo das proteinas produzidas
e ndo alcancga altos niveis de expressao (SUDBERY, 1996). Nos ultimos 15 anos, a
utilizagdo da levedura P. pastoris foi largamente aplicada para producdo de proteinas
recombinantes, sendo produzidas mais de 5.000 proteinas de diversas origens
(SORENSEN, 2010; SCHWARZHANS et al., 2017; BAGHBAN et al., 2018).

Em 1980, P. pastoris foi utilizada pela primeira vez como um sistema de
expressdo de proteinas heter6logas baseando-se na observagdo de que algumas enzimas
necessarias para o metabolismo do metanol, somente sdo produzidas em altos niveis na
presenca deste composto (AHMAD et al., 2014). Desta forma, estudos bioquimicos
demonstraram que a P. pastoris ¢ uma levedura metilotrofica, sendo capaz de utilizar o
metanol como Unica fonte de carbono, através de uma via metabolica envolvendo a

enzima alcool oxidase (AOX) (CEREGHINO & CREGG, 2000). A AOX catalisa o
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primeiro passo na via de metabolizagdo do metanol, transformando metanol em
formaldeido. Tal reagdo se da nos peroxissomos e envolve a incorporacao de oxigénio e
liberagdo de peroxido de hidrogénio (VOGL & GLIEDER et al., 2013). Em seguida, o
peroxido de hidrogénio ¢ degradado em oxigénio e 4gua, sendo uma por¢do do
formaldeido oxidado para formar formato e didoxido de carbono. Toda esta cadeia de
metabolizacdo fornece energia para as células crescerem na presenca do metanol. E
importante destacar que a presenca de fontes de carbono, como glicerol, glucose e etanol
reprimem a atividade da AOX, em niveis transcricionais (CEREGHINO & CREGG,
2000). Grandes quantidades de AOX sdao necessarias para sustentar o crescimento da
levedura em metanol, esta enzima pode representar 5% do mRNA e 30% do total das
proteinas soltveis em P. pastoris (VOGL & GLIEDER et al., 2013).

Em P. pastoris a AOX ¢ codificada pelos genes AOX1 e AOX2, o primeiro € o
mais transcrito e responsavel pela grande quantidade da enzima na célula. O promotor de
AOX1 ¢ o mais utilizado para expressdo de proteinas recombinantes em P. pastoris, ¢
fortemente regulado pela fonte de carbono e atinge altos niveis de producdo. Ja foi
descrito um rendimento de expressao de 22 gramas/litro (g/l) de proteina intracelular e 15
g/l de proteina secretada neste sistema (VOGL & GLIEDER et al., 2013). Com relacao a
habilidade de utilizar o metanol, podem existir 3 fendtipos de P. pastoris: Mut' (grande
utilizagdo de metanol); Mut® (pequena utilizacio de metanol) e Mut™ (sem utilizagdo de
metanol). Fenotipos Mut" contém os dois genes de AOX, apresentando maior nivel de
crescimento quando comparado ao fendtipo MutS. Fenétipos Mut™ sdo incapazes de
crescer na presenca do metanol devido a delecdo dos 2 genes de AOX. Apesar das
vantagens atribuidas a utilizagao do metanol como fonte de energia para P. pastoris, ainda
existem algumas restrigdes por se tratar de um composto altamente inflamével, ndo sendo
desejavel sua utilizacdo para produgdes em larga escala (WANG et al., 2016).

Os vetores de expressao empregados para P. pastoris integram no genoma do
hospedeiro gerando clones estaveis. Para obter altos niveis de produgdo, ¢ necessario
selecionar clones que apresentam multiplas copias do gene de interesse, € portanto, é
necessario que os vetores de expressao comerciais apresentem os seguintes elementos: (i)
cassete com a sequéncia promotora do gene AOX1; (i1) sitios de clonagem para inser¢ao
do gene; (iii) sequéncia de parada de transcricado do gene AOX1; (iv) marcas de selegao
em bactéria e levedura e (v) sitios multiplos de clonagem (DALY & HEARN, 2005). Os

vetores comerciais pPIC e pPICZ sdo os mais utilizados para expressdo em P. pastoris.
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Alguns vetores ainda podem conter de forma opcional: sequencias tag (histidina) com a
funcdo de facilitar a identificagdo da proteina e uma sequéncia que codifica um peptideo
sinal que direciona a proteina para o meio extracelular. O peptideo sinal mais comumente
utilizado ¢é regido “pré-pro” do fator a de S. cerevisiae, que consiste em uma sequéncia
curta composta por 13 a 36 residuos de aminoacidos, localizado na regido N-terminal das
proteinas recombinantes. A regido pré € responsavel por direcionar a proteina para o
reticulo endoplasmatico e a regido pro € responsavel por direcionar a proteina do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi (AHMAD et al., 2014).

A regido “pré-pro” do fator a de S. cerevisiae ja foi descrita como capaz de elevar
a producao de proteina secretada, quando comparada a utilizacao do peptideo sinal nativo
de P. pastoris. Visto que P. pastoris secreta baixos niveis de proteina endégena, o meio
extracelular consiste em sua maioridade da proteina heterdloga, sendo uma vantagem por
evitar toxicidade de compostos do meio intracelular e simplificar o processo de
purificacao (WANG et al., 2016). Além disso, a via secretdria permite a realizagdo de
modificagdes pos-traducionais necessarias para muitas proteinas terapéuticas, como
glicosilacdo, formagdo de ponte dissulfeto, dobramento e processamento proteolitico
(WERTEN et al., 2019).

Com relacao as marcas de selegdo, os vetores de P. pastoris possuem a marca da
enzima histidinol desidrogenase (HIS4) no vetor pPIC ou a marca ble no vetor pPICZ.
Além destas, também existe o vetor pPICIK com a marca de selecdo kan que confere
resisténcia ao antibidtico kanamicina. Os vetores da Invitrogen da série pPIC possuem
uma sequéncia do gene HIS4, que possibilita o crescimento de clones em meios sem o
aminoacido histidina. O HIS4 também pode ser utilizado para integracao dos cassetes de
expressdo por recombinag¢do homologa. O direcionamento para recombinacdo acontece
através da lineariza¢do dos vetores pPIC com as enzimas de restricdo Sa/l ou Stul que
possuem sitios no meio do gene HIS4 (CEREGHINO & CREGG, 2000).

Ja foi descrito na literatura a utilizagao de P. pastoris como sistema de expressao
de glicoproteinas do HSV-1 e HSV-2 humano, HSV-1 equino, HSV-5 bovino, Dengue,
Raiva e Tuberculose (RUITENBERG et al., 2001; KOOIJ et al., 2002; MUNE et al.,
2003; VALDES et al., 2007; DUMMER et al., 2009; AZOUN et al., 2016a; WANG et
al.,2017; BANDO-CAMPOS et al., 2019). Além disso, outros trabalhos empregaram este
sistema para expressao das proteinas L1 e L2 do HPV-16 e HPV-18 (BAZAN et al., 2009;
COIMBRA et al., 2011; RAO et al., 2011; BOLHASSANI et al., 2014; MARIZ et al.,
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2015; GUPTA et al., 2016; BREDELL et al., 2018). Ainda ndo foi descrito na literatura
a utilizagdo de P. pastoris para expressao das oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV-16 ¢ HPV-

18, bem como da proteina fusionada gDE7E6.
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1.5 SISTEMA DE EXPRESSAO BASEADO EM CELULAS DE MAMIFERO

Mais de 50% das proteinas utilizadas com enfoque biotecnologico e/ou
terapéutico sdo produzidas em células de mamiferos, principalmente pela habilidade de
expressar proteinas semelhantes a sua forma nativa e com estrutura e atividade biologica
preservada, visto que a falta de similaridade pode afetar a estabilidade da proteina e sua
afinidade pelo ligante, e consequentemente a uma perda de imunogenicidade (BROWNE
& AL-RUBEAL 2007; ZHU, 2012). Além disso, esse sistema apresenta a capacidade de
realizar o dobramento correto da proteina, ¢ livre de endotoxinas e realiza modificagdes
pos-traducionais nas cadeias polipeptidicas, frequentemente necessarias para a atividade
biologica (LALONDE & DUROCHER, 2017).

Dentre as células de mamifero disponiveis, células de rim embriondrio humano
(HEK) foram geradas ha 30 anos atrés, através de transfec¢do com DNA adenoviral. As
células foram inicialmente criadas para propagacdo de mutantes de adenovirus, porém
pela facilidade de cultivo e transfec¢ao, foram empregadas como sistema de expressao de
proteinas heterdlogas (ARICESCU & OWENS, 2013). Trés variantes de HEK293 sdo
utilizadas para producdo de proteinas em larga escala: 293T que expressa o antigeno T
do virus vacuolante simio 40 (SV40), 293E que expressa o antigeno nuclear do virus
Epstein-Bar e 293-GnTI- deficiente em N-acetil transferase I (PHAM et al., 2006;
ARICESCU & OWENS, 2013). Dentre estas linhagens, HEK293T apresenta vantagens
por ser altamente transfectavel pela maioria de vetores comerciais, rapido crescimento
em aderéncia ou suspensdo e adaptavel a meio livre de soro fetal bovino (SFB). Além
disso, o crescimento em aderéncia facilita a visualizagdo e sele¢ao de clones produtores.
A transfeccao transiente em larga escala de células HEK293T se tornou economicamente
vidvel apos a descoberta de um polimero catidnico linear (PEI), um excelente agente
condensador de DNA (PHAM et al., 2006; ARICESCU & OWENS, 2013;
BANDARANAYAKE & ALMO, 2014).

Células de ovario de hamster chinés (CHO), isoladas em 1950, sdo amplamente
empregadas como sistema de expressdo, sendo em 1986, o ativador do plasminogénio
tecidual o primeiro biofarmacéutico produzido neste sistema. Desde entdo, ja foi
empregada para producdo de 70% dos biofarmacos disponiveis no mercado (DUMONT
et al.,, 2015; CHAUDHURI et al., 2015; LALONDE & DUROCHER, 2017). Tal
preferéncia se deve por varias vantagens como: (i) capacidade de glicosilagdo; (ii)

crescimento em suspensdo € meio quimicamente definido, o que facilita o processo de
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purificagao por conter menor quantidade de proteina contaminante; (iii) crescimento em
altas densidades em biorreatores; (iv) genoma instavel que favorece a realizacdo de
amplificacdo gendmica; (v) facilmente transfectavel; (vi) técnicas que envolvem a
produgdo industrial de proteinas recombinantes em CHO estdo bem caracterizadas e (vii)
baixo risco de transmissdo de virus humanos. Com relagdo ao ultimo tépico, foram
realizados testes com 44 patodgenos virais humanos e nenhum deles apresentou replicacao
em cé¢lulas CHO, o que tornou este sistema ideal em termos regulatdrios
(BANDARANAYAKE & ALMO, 2014; CACCIATORE et al.,2010). No entanto, apesar
das vantagens citadas, o desenvolvimento de uma célula produtora de altos niveis da
proteina de interesse consiste em um processo intenso e trabalhoso, que pode levar de 6
a 9 meses (POULAIN et al., 2019).

A variabilidade genomica de células CHO permite o desenvolvimento de
linhagens mutantes com deficiéncia em algumas enzimas metabdlicas. Tais mutantes sao
dependentes de alguns nutrientes para sobrevivéncia, fazendo destas células ideais para
geracdo de linhagens produtoras usando a deficiéncia como uma marca de selegao. Neste
contexto, células CHO-DG44, deficientes para enzima dihidrofolato redutase (DHFR),
foram geradas em 1980 por radiacdo ionizante (BANDARANAYAKE & ALMO, 2014).
DHFR catalisa a redu¢ao de acido dihidrofolico para &cido tetrahidrofélico, que ¢ um
precursor para a sintese de novo de purinas, pirimidinas e glicina. Sendo assim, células
CHODG-44 requerem a suplementagdo no meio de cultivo com hipoxantina e timidina
(precursores de purinas e pirimidinas). Em linhagens recombinantes, o DHFR ¢ provido
pelo vetor (proximo ao gene de interesse) no momento da transfecgdo, fazendo com que
a suplementacao com hipoxantina e timidina seja desnecessaria (CHROMIKOVA et al.,
2017; BANDARANAYAKE & ALMO, 2014).

O primeiro passo para geragcdo de uma linhagem CHO recombinante ¢ a entrega
do DNA no nucleo por integragcdo cromossdmica, caracterizando uma transfeccao estavel.
Apos a entrada do DNA no nucleo, a integragdo do vetor acontece de forma randdmica,
ditado pela estrutura do cromossomo. Usualmente, processos de transfeccdo padrdo
empregam a utilizacdo de dois cassetes de expressdao, um para expressdo da proteina de
interesse e outro para o marcador de selecao (JAYAPAL et al., 2007). Apos transfecgao
e selecdo 5-30% das células expressam a proteina de forma funcional, sendo os niveis de
expressdo baixos, visto que a pressdo seletiva pode agir somente no cassete contendo o

marcador de selecdo, diminuindo os niveis de expressao da proteina de interesse ao longo
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do tempo de cultivo (GURTU et al., 1996). Tais problemas podem ser solucionados com
a aplicagdo de vetores bicistronicos contendo sitios internos de entrada no ribossomo
(IRES) presentes no RNA que podem estimular o elemento translacional cap-
independente no mRNA. A expressdao de multiplos genes como marcador de selegdo e
gene de interesse podem ser integrados através da insercao do elemento IRES entre os
dois genes, permitindo que ambos genes sejam dependentes do mesmo promotor para
transcri¢gdo em um tnico mRNA. O IRES no mRNA permite o inicio da tradu¢do do gene
downstream a partir do 5’ cap-independente, enquanto que o inicio da transcri¢cao do gene
upstream ocorre a partir do 5° cap-dependente. Sendo assim, 2 proteinas diferentes sao
traduzidas a partir de um tnico mRNA (LAI et al., 2013).

Existem alguns beneficios na integragdo da expressao de multiplos genes através
de IRES como: um tnico promotor pode ser utilizado para direcionar a expressdao dos
genes (comumente utilizado o promotor de citomegalovirus), levando a niveis mais
consistentes de expressao de ambos os genes. Além disso, a utilizagdo de plasmideos
contendo o IRES permite posicionar o marcador de selecdo como um gene downstream,
fazendo com que a expressao do marcador de selecao seja dependente da expressdo do
gene de interesse upstream. Sendo assim, reduz a ocorréncia de expressao do marcador
de selecao e ndo expressao do gene de interesse (HO et al., 2012; LAI et al., 2013;
RAHIMPOUR et al., 2016).

Em seguida ao processo de transfec¢ao de células CHODG-44, € necessario isolar
as células com altas copias do gene integrado através de amplificagdo genomica. Uma
metodologia bastante explorada ¢ baseada no marcador de selecdo DHFR, as células
transfectadas com o gene DHFR e o gene de interesse sao expostas a baixas concentragoes
de Metotrexato (MTX), o qual ¢ utilizado na clinica para tratamento de cancer e doengas
autoimunes. No contexto de amplificagdo gendmica, o MTX ¢ um inibidor do DHFR,
sendo assim sua presenc¢a no meio faz com que as células aumentem o nimero de copias
do DHFR no genoma, para superar a inibicdo exercida pelo MTX. Como o gene de
interesse estd integrado ao DHFR, o resultado sdo células que apresentam aumento do
numero de copias de DHFR e do gene de interesse, levando a maior producao da proteina
de interesse. Tal técnica ¢ repetida aumentando gradualmente a concentracao de MTX,
de forma a aumentar a pressao seletiva para que somente células que tenham alto numero
de copias do DHFR e gene de interesse sobrevivam. O resultado do processo de

amplificagdo com MTX ¢ a geracdo de uma populagdo mista com diferentes niveis de
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integragdo genOmica ¢ aumento do numero de cépias do gene de interesse
(CACCIATORE et al.,2010; NG et al., 2012; LAI et al.,2013; PRIOLA et al., 2016;
VORONINA et al., 2016).

No desenvolvimento de uma linhagem celular altamente produtora, ¢ de grande
importancia isolar dentro da populagdo mista amplificada, um clone estavel e bom
produtor da proteina de interesse. A escolha da técnica de clonagem ¢ dependente da
particularidade de cada linhagem celular. Para células em suspensdo, normalmente ¢
necessario imobilizar as células para formagao de coldnias, através de dgar/agarose ou
metilcelulose. A metodologia mais utilizada para isolamento de clones, ¢ a diluicao
limitante, por ser simples e de baixo custo. Nesta técnica, uma baixa densidade de células
(1 célula/pogo) sdo plaqueadas em microplacas (384 pocos). As células sdo observadas
microscopicamente e aquelas contendo uma célula sdo marcadas para analise. Apos
algum tempo em cultura ¢ esperado que as células proliferem e se mantenham vidveis
para estabelecimento de uma populagao clonal, sendo a produtividade determinada por
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA). Os clones com maior produtividade
seguem para fase de escalonamento. Geralmente um segundo round de clonagem ¢
recomendado para garantir a clonalidade da célula (BROWNE & AL-RUBEALI, 2007).

Atualmente existem técnicas de selecdo de clones automatizadas disponiveis no
mercado como o sistema ClonePix (Genetix®) e CellCelector (Aviso®). Inicialmente
foram desenvolvidos para sele¢do de células de bactéria e fungos, porém foram em
seguida aplicados para células de mamifero. Neste sistema, as células sdo imobilizadas
em meio semisolido com os nutrientes necessarios para o crescimento e incubadas para
formacdo das colonias. A proteina de interesse secretada ¢ retida pela viscosidade do
meio, sendo detectada através de um anticorpo especifico fluorescente também presente
no meio. A fluorescéncia ¢ vista como um “halo” em torno da coldonia, com uma extensao
de acordo ao tamanho do clone. Quando mensurada a secre¢ado por fluorescéncia, os dados
gerados pelo sistema da sobreposicdo da luz branca e fluorescente, possibilitam ao
sistema excluir clones que apresentam fluorescéncia inespecifica ou clones nao
produtores. Os clones bons produtores sdo selecionados através de um software e
passados para uma placa para escalonamento e avaliagdo da produtividade. Uma das
maiores vantagens deste sistema ¢ a capacidade de analisar milhares de clones em poucos
segundos, reduzindo o tempo de selecao e possibilidade de contaminacdo. Além disso, o

sistema tem a capacidade de realizar o screnning de forma a encontrar a pequena
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porcentagem (0.0003%) de células altamente produtoras (BROWNE & AL-RUBEALI,
2007; LAl et al., 2013; PRIOLA et al., 2016).
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2. OBJETIVOS
O objetivo principal deste trabalho de dissertacao foi a expressao das proteinas de
fusdo gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 e a oncoproteina E7 HPV-16 em células de levedura
P. pastoris e expressdo da gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 em células de mamifero HEK293T
e CHODG-44 para obten¢ao de antigenos purificados com futura aplicagdo em vacinas
terapéuticas contra tumores associados ao HPV-16 e HPV-18.
Dentre as etapas experimentais especificas realizadas para conclusdo deste
trabalho estao:
e Testes de expressao das proteinas gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 e E7 HPV-
16 em P. pastoris;
e Testes de expressao das proteinas gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 em células
HEK293T e CHODG-44, seguida de purificacdo por cromatografia de
afinidade;
e Testes de adaptagao de células HEK293T a meio livre de soro;
e Geracdo de populagdo mista de células CHODG-44 produtoras de
gDE7E6 HPV-16 e HPV-18;
o Testes de selecdo de clones produtores de CHODG-44 expressando
gDE7E6 HPV-16 e HPV-18, por dilui¢do limitante;
e Amplificagdo gendmica com MTX;
o Testes de selecdo de clones produtores de CHODG-44 expressando
¢DE7E6 HPV-16 e¢ HPV-18, por sistema automatizado ClonePix
(Genetix®);
e Avaliacdo da expressao dos clones produtores de CHODG-44 expressando

gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 por citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTRATEGIAS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 HPV-16,
gDE7E6 HPV-18 E E7 HPV-16 EM P. PASTORIS

3.1.1 Vetores de clonagem e transformacao de Escherichia coli (E.coli)

As sequéncias genéticas da proteina gDE7E6 do HPV-16, gDE7E6 do HPV-18 e
E7 do HPV-16 tiveram os codons adaptados para expressdao em levedura P. pastoris. As
sequéncias finais ndo t€ém o peptideo sinal, a regido transmembrana e os sitios de
glicosilacdo na proteina gD. No gene da proteina E7 foram realizadas modificagdes nos
aminodcidos Cys?* e Glu?® por Gly** e Gly*®, respectivamente, para impedir a interagio
com pRB. No gene da proteina E6 foram realizadas mutagdes na regido de interagao com
p53. Além disso, foram inseridos sitios para enzimas de restri¢do EcoRI e Notl nas regides
que flanqueiam os genes de interesse para possibilitar a clonagem no vetor integrativo
pPICIK (Invitrogen®) e uma cauda de 6 aminodcidos histidina na regido c-terminal das
proteinas para facilitar a purificagdo por cromatografia de afinidade (resina de niquel). Os
genes foram sintetizados pela empresa GenScript € clonados no plasmideo pPICIK,
gerando os vetores pPICOKgDE7E6 do HPV-16, pPIC9KgDE7E6 HPV-18 e pPICOKE7
HPV-16 (Apéndice A, B e C). Tais vetores foram utilizados na transformacdo de

bactérias E. coli DH5a (Thermo Fisher®).

3.1.2 Confirmacao dos clones positivos

A extragdo foi realizada seguindo o protocolo adaptado de Sambrook e
colaboradores (1989). Os plasmideos pPICO9KgDE7E6 HPV-16, pPICOKgDE7E6 HPV-
18 e pPICOKE7 HPV-16 foram digeridos com as seguintes enzimas: Sa/l (10U/uL), Bglll
(10U/uL), NotI (10U/pL) e EcoRI (10U/pL) (Fermentas®) em reacdo com volume final
de 10 pL, onde foram utilizados 1 pL plasmideo (pPIC9KgDE7E6 HPV-16: 806 ng/uL;
pPIC9KgDE7E6 HPV-18: 958 ng/uL; pPICOKE7 HPV-16: 1.200 ng/uL), 0,5 uL enzima,
1 uL tampao 10X e 7,5 uL H»O. As reagdes permaneceram em banho-maria a 37°C,
overnight. As bandas correspondentes ao vetor e ao inserto foram visualizadas por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.1.3 Extracao do DNA plasmidial, linearizacio e precipitacio da construcio
A extracdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando protocolo MidiPrep
(Qiagen®), conforme instru¢des do fabricante. Em seguida, o DNA plasmidial (40 pg) foi
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linearizado com as enzimas de restricio Sal/l (2000U/uL) e Bgl/ll (2000U/uL)
(Fermentas®). As bandas correspondentes foram visualizadas por eletroforese em gel de
agarose 0,5%. Apos linearizacdo, o DNA plasmidial foi precipitado com 1 volume de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), centrifugado a 13.000 rpm, 3 minutos
(min) a temperatura ambiente. Em seguida, foi retirada a fase aquosa e adicionado 2,5
volumes de etanol absoluto gelado, armazenado a -20°C, overnight. As construgdes
precipitadas foram centrifugadas a 14.000 rpm, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi

desprezado e o pellet ressuspenso em 10 pL de dgua MiliQ estéril.

3.1.4 Eletroporacio da levedura P. pastoris GS115

As leveduras competentes foram preparadas antes do processo de eletroporagao.
Foi feito um pré-in6culo com 1 colonia adicionada em 5 mL de meio YPD (1% (m/v)
extrato de levedura, 2% (m/v) peptona e 2% (m/v) glicose). O inéculo foi feito com 300
uL do pré-indculo em 500 mL de meio YPD overnight até atingir uma DOeoo = 1,3-1,5.
Em seguida a cultura foi centrifugada a 3.000 rpm, 4°C por 15 min. O pellet foi lavado
duas vezes com 250 mL de agua MiliQ, uma vez com 20 mL de Sorbitol 1 M gelado. Foi
realizada uma ultima centrifugacdo e o pellet ressuspenso em 500 uL de Sorbitol 1M
gelado. Para o processo de eletroporacao foi utilizado 80 puL da levedura, juntamente com
40 png da construgdo digerida e purificada por precipitagdo. As células foram transferidas
para cubeta estéril e pulsadas a 270V por 11 milissegundos (ms) em eletroporador Gene
Pulser/Micro Pulser (Bio-Rad Micropulser®.). Apos a eletroporagio foi adicionado 1 mL
de sorbitol 1M gelado e plaqueado em meio MD agar (meio minimo contendo glicose

2%, sem histidina), mantido a 30°C por 48 horas.

3.1.5 Sele¢ao dos recombinantes positivos

Os clones provenientes da eletroporagdo foram selecionados por avaliagdo da
resisténcia ao antibidtico geneticina (G418 Sigma-Aldrich®) em diferentes concentragdes
em meio YPD agar (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg/mL) visando identificar plasmideos multicopias

e armazenados a -80°C para posterior expressao das proteinas recombinantes.

3.1.6 Expressao das proteinas em P. pastoris
As condigdes Otimas de expressdo foram estabelecidas em pequena escala (10
mL), sendo testado os tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Os clones transformantes foram

cultivados em 10 mL de meio BMGY [1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona,
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100 mM KH2POs4, 0.34% (m/v) base nitrogenada de levedura, 1% (m/v) sulfato de
amonio, 4% (m/v) biotina e 3% (m/v) glicerol] a 200 rpm, 30°C. Apds 24 horas, a cultura
foi centrifugada a 3.000 rpm, 5 min, temperatura ambiente e ressuspenso em 10 mL de
meio BMMY [1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona, 100 mM KH>PO4, 0.34%
(m/v) base nitrogenada de levedura, 1% (m/v) sulfato de amdnio, 4% (m/v) biotina e 0,5%
(v/v) metanol] e cultivadas por mais 48 horas, sendo adicionada para manutencdo da
inducdo metanol na concentragdo final de 1% a cada 24 horas, totalizando 96 horas de
indugdo. A expressdo foi analisada por SDS-PAGE e western blot utilizando os
anticorpos monoclonais anti-His 1:4.000 (Thermo Fisher®) e anti gD 1:10.000 (DL-6)
(NICOLA et al., 1998).

3.1.7 Concentracio das proteinas secretadas no sobrenadante

Os sobrenadantes provenientes da cultura de clones transformantes para gDE7E6
HPV-16, gDE7E6 HPV-18 com tempo de expressao de 24 horas foram concentrados pelo
método de precipitagdo com sulfato de amonio até uma saturagao de 80%. Em um volume
de 12,38 mL de sobrenadante foram adicionados 7,02 g de sulfato de amonio. As amostras
permaneceram em agitacdo constante por 1 hora. Em seguida, foram centrifugadas a
10.000 G, 15 min, 4°C. As proteinas foram dialisadas contra tampao fosfato salino (PBS)
overnight. A avaliagdo da expressdo foi analisada por SDS-PAGE e western blot

utilizando o anticorpo monoclonal anti gD 1:10.000 (DL-6) (NICOLA et al., 1998).

3.1.8 Lise celular do pellet

Os clones de cada constru¢do (pPICO9KgDE7E6 HPV-16 e do HPV-18 e
pPIC9KE7 HPV-16) submetidos a expressdao por 24, 48, 72 ¢ 96 horas foram lisados
utilizando pérolas de vidro (Sigma-Aldrich®). Para 1 mL de amostras, foram adicionados
100 uL de Breaking Buffer [50 mM fosfato de sodio, pH 7,4; 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF); ImM EDTA; 5% glicerol]. Em seguida, foi adicionado o
mesmo volume de pérolas de vidro. As amostras foram agitadas em vortex e incubadas
em gelo por 30 segundos (seg) se repetindo por 8 ciclos. Apos a lise, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm, 10 min, 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C. A
avaliacdo da expressdo foi analisada por SDS-PAGE e western blot utilizando o anticorpo

monoclonal anti gD 1:10.000 (DL-6) (NICOLA et al., 1998).
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3.2. ESTRATEGIAS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 HPV-16 E
gDE7E6 HPV-18 EM CELULAS HEK293-T

3.2.1 Vetores de clonagem

As sequéncias genéticas da proteina gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-18 tiveram
os codons adaptados para expressao em células de mamiferos. Foram inseridos o peptideo
sinal do Fator VIII e a sequéncia Kozak (GCCACC) para facilitar o inicio da traduc¢ao. O
vetor de expressdo pNU1, gentilmente cedido pelo Nucleo de Terapia Celular e Molecular
(Nucel), possui o elemento IRES, a fim de integrar a expressdao do marcador de selegao
ao gene de interesse. Foram adicionados sitios para enzimas de restricdo BamHI e Nhel
(gDE7E6 HPV 16) e EcoRI e Nhel (gDE7E6 HPV 18) (Fermentas®) nas regides que
flanqueiam os genes de interesse para possibilitar a clonagem no vetor pUCS7
(Invitrogen®) e uma cauda de seis amino4cidos histidina na regido c-terminal das
proteinas para facilitar a purificagdo por cromatografia de afinidade (resina de niquel). Os
genes foram sintetizados pela empresa GenScript e clonados no plasmideo pUCS57

gerando os vetores pUCS57gDE7E6 HPV-16 e pUC57gDE7E6 HPV-18.

3.2.2 Digestao das construcoes gDE7E6 HPV 16 e 18 e vetor pNU1

A constru¢do pUC57gDE7E6 HPV-16 foi digerida com as seguintes enzimas:
BamHI (10U/uL) e Nhel (10U/uL) (Fermentas®) em reagdo com volume final de 20 pL,
onde foram utilizados 5 pL plasmideo (500 ng/uL), 0,5 pL enzima, 2 pL. Tampao Tango
10x e 12,5 pL H>O. As rea¢des permaneceram em banho maria (Novainstruments®) por
1 hora, 37°C. A constru¢do pUC57gDE7E6 HPV-18 foi digerida com as seguintes
enzimas: Nhel (10U/uL) e EcoRI (10U/uL) (Fermentas®). Foi realizada uma primeira
digestdo com Nhel (10U/uL) (Fermentas®) com volume final de 10 puL, onde foram
utilizados 5 pL plasmideo (500 ng/uL), 0,5 pL enzima, 1 pL. Tampao Tango 10x e 3,5
uL H»O. A reacio permaneceu em banho maria (Novainstruments®) por 1 hora, 37°C.
Em seguida, foi realizada a segunda digestdao com EcoRI (10U/uL) com volume final de
20 pL, onde foram utilizados 0,5 pL enzima, 2,5 uLL Tampao Tango 10x e 7 uL H,0. A
reacdo permaneceu em banho maria (Novainstruments®) por 1 hora, 37°C. O vetor pNU1
foi digerido com as mesmas enzimas nas condi¢cdes citadas acima. As bandas

correspondentes foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 1%.
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3.2.3 Purificacdo do DNA a partir de gel de agarose e reacio de ligacao gDE7E6 dos
HPVs 16 e 18 no vetor pNU1

A extragdo do DNA plasmidial a partir de gel de agarose 1% foi realizada
utilizando kit PureLink Quick Gel (ThermoFisher®), conforme instru¢des do fabricante.
Apos obtencdo dos DNAs, estes foram submetidos a uma reacao de ligagdo numa
propor¢ao de 10:1. Para gDE7E6 do HPV-16 foi realizada uma reagao com volume final
de 10 pL, onde foram utilizados 1 pL vetor, 4 pL inserto, 0,5 pL enzima (Fermentas®), 1
uL tampado, 3,5 pL H20. Para gDE7E6 do HPV-18 foi realizada uma reacdo com volume
final de 10 pL, onde foram utilizados 1 pL vetor, 7 puL inserto, 0,5 uL enzima, 1 uL
tampao, 0,5 uL H»O. As reagdes permaneceram overnight, a 16°C gerando os vetores
pNU1gDE7E6 HPV-16 e pNU1gDE7E6 HPV-18. Em seguida, foi realizada inativacao

da enzima por 10 min, a 65°C.

3.2.4 Eletroporacao da bactéria E. coli XL.10Gold

Para o processo de eletroporacdo foram utilizados 50 uL de E. coli XL10Gold
(ThermoFisher®), juntamente com 5 pL das construgdes digeridas e ligadas, sendo
ressuspendido em 500 pL. de meio Luria-Bertani (LB) (1% triptona, 0.5% extrato de
levedura, 171 mM NaCl, pH 7.0). As células foram transferidas para cubeta estéril e
pulsadas a 2.500V por 10 ms em eletroporador Gene Pulser/Micro Pulser (Bio-Rad
Micropulser®). As células permaneceram por 1 hora, a 37°C. Apos, foram centrifugadas

a4.000 rpm, 15 min e plaqueadas em meio LB dgar com ampicilina (100 mg/mL) (Sigma-

Aldrich®).

3.2.5 Sele¢ao dos clones recombinantes e extracao de DNA plasmidial
Os clones provenientes da eletroporagdo foram repicados da placa e colocados
para crescer em 5 mL de meio LB com ampicilina. Em seguida, foi realizada extracdo de

DNA plasmidial utilizando protoloco MiniPrep (ThermoFisher®).

3.2.6 Confirmacao dos clones positivos

Os plasmideos pNUIgDE7E6 do HPV-16 foram digeridos com as seguintes
enzimas: BamHI (10U/uL) e Nhel (10U/uL) (Fermentas®) em reagdo com volume final
de 10 pL, onde foram utilizados 1 pL plasmideo (500 ng/uL), 0,5 pL enzima, 1 pL
Tampao Tango 10x e 7 puL HxO. As reagdes permaneceram em banho maria
(Novainstruments®) por 1 hora, a 37°C. Os plasmideos pNU1gDE7E6 do HPV-18 foram
digeridos com as seguintes enzimas: Nhel (10U/uL) e EcoRI (10U/pL) (Fermentas®™). Foi
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realizada uma primeira digestdo com Nhel (10U/uL) com volume final de 10 uL, onde
foram utilizados 2,5 uL plasmideo (500 ng/uL), 0,5 uL enzima, 1 pLL Tampao Tango 10x
e 6 uL H20. A reacdo permaneceu em banho-maria por 1 hora, a 37°C. Em seguida, foi
realizada a segunda digestdo com EcoRI (10U/uL) com volume final de 20 pL, onde
foram utilizados 0,5 pL enzima, 2,5 pL. Tampao Tango 10x e 7 uL H»O. A reagdo
permaneceu em banho-maria (Novainstruments®) por 1 hora, a 37°C. As bandas

correspondentes foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.2.7 Transfeccao transitoria de células HEK293T

Células HEK293T foram previamente plaqueadas (p150 - Sarstedt®) em meio
Dulbecco MEM (DMEM - Gibco®) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) em
uma densidade de 10 x 10° células/placa. Apos 24 horas, foi realizado troca do meio e as
células foram ressuspensas em 20 mL de meio DMEM 1% SFB, 1 mL NaCl, 100 pL de
agente lipofilico PEI (ThermoFisher®) e 20 pg dos plasmideos pNU1gDE7E6 HPV-16 ¢
pNUIgDE7E6 HPV-18. As placas foram incubadas por 96 horas a 37°C, 5% COx.

3.2.8 Purificacio das proteinas gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 por cromatografia de
afinidade ao niquel

Para purificagcdo das proteinas gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-18, os
sobrenadantes (200 mL) provenientes das transfec¢des foram previamente centrifugados
a 10.000 rpm por 10 min e filtrados em membrana de acetato 0,22 pm (Biotech®). Os
sobrenadantes filtrados contendo as proteinas recombinantes foram purificados por
cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando coluna His trap HP (1 mL) (GE
Healthcare Life Sciences®), previamente equilibrada com Tampdo A (0,1 M Tris, 0,25 M
NaCl, pH 7,4) em sistema AktaFLPC (GE Healthcare Life Sciences®). As proteinas foram
eluidas com gradiente linear do tampao A para tampao B (0,1 M Tris, 0,25 M NaCl, 1 M
Imidazol, pH 7,4), sendo desligadas da coluna com concentracao de 230 mM de imidazol.
As fracoes eluidas foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE e western blot utilizando

anticorpo monoclonal anti-gD 1:10.000 (DL-6) (NICOLA et al., 1998).

3.2.9 Adaptacio de células HEK293T a meio livre de SFB

O processo de adaptacdo das células foi feito de forma sequencial diminuindo
gradativamente a quantidade de meio contendo SFB. As células foram cultivadas na
mistura de serum free medium (SFM) (Meio OptiPRO SFM — ThermoFisher ®) e DMEM

10% SFB, até que a condic¢do livre de soro fosse alcangada. O esquema de adaptagdo esta
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especificado na Tabela 1 (VAN DER VALK et al., 2010). A cada passagem, o numero
total de células e viabilidade foi avaliada utilizando camara de Neubauer (Lo-
Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio éptico invertido
(Nikon®). Sendo devolvido para garrafa T75 cm? (Corning®) 1 x 10° células/mL. As

células permaneceram em cada condi¢do por até 5 passagens.

Tabela 1. Adaptacdo sequencial em meio livre de SFB utilizado para linhagem celular
HEK293T

Condigao 1
DMEM 10% SFB

Condigao 2
75% DMEM 10% SFB + 25% SFM

Condicao 3
50% DMEM 10% SFB + 50% SFM

Condicao 4
25% DMEM 10% SFB + 75% SFM

Condicao 5
5% DMEM 10% SFB + 95% SFM

Condicao 6
100% SFM

Apo6s adaptacdo, as células foram centrifugadas a 1300 G, 5 min e ressuspensas
em meio de congelamento - 90% meio SFM e 10% dimetilsuféxido (DMSO) a uma

densidade de 2 x 10° células/mL. Os tubos foram armazenados a -80°C.
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3.3 ESTRATEGIAS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 HPV-16 E
gDE7E6 HPV-18 EM CELULAS CHODG-44

3.3.1 Transfecc¢do estavel de células CHODG-44 em suspensiao

Células CHODG-44 em suspensio foram cultivadas a uma densidade de 5 x 10°
células/mL em meio CD DG44 (ThermoFisher®) em garrafa T25 cm? (ThermoFisher®).
Foi preparado, uma mistura de 2,5 puL do agente lipofilico FreeStyle™ MAX
(ThermoFisher®) e 2,5 ug dos plasmideos pNU1gDE7E6 HPV-16 e pNU1gDE7E6 HPV-
18 em 100 pL de meio OptiPRO SFM (ThermoFisher®) e homogeneizados gentilmente.
O mix foi incubado por 10 min, a temperatura ambiente e adicionado a cultura. As células
foram incubadas por 48 horas a 37°C, 5% CO;. Apds esse periodo, foram ressuspensas

em meio OptiCHO SFM (ThermoFisher®).

3.3.2 Avaliacao das células CHODG-44 transfectadas

O namero total de células e a viabilidade foi avaliada utilizando camara de
Neubauer (Lo-Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio 6ptico
invertido (Nikon®) a cada 4 dias. Apés contagem, foi devolvido o nimero total de células
para garrafa T25 cm? (ThermoFisher®), incubadas a 37°C, 5% CO.. As células
permaneceram em cultura por 30 dias, até atingirem viabilidade acima de 90%. Durante
o periodo de incubacgao por 30 dias, realizou-se trocas do meio OptiCHO a cada 3 dias

(ThermoFisher®).

3.3.3 Clonagem das células CHODG-44 transfectadas por diluicio limitante

O nuamero total de células e a viabilidade foi avaliada utilizando camara de
Neubauer (Lo-Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio 6ptico
invertido (Nikon®). Apds contagem, realizou-se dilui¢io limitante em meio FortiCHO
(ThermoFisher Scientific®), suplementado com 10% de meio condicionado, 8mM
glutamina (ThermoFisher®) e 1x hipoxantina/timidina (ThermoFisher®), a fim de obter 1
célula/20 pL. As células foram plaqueadas em placa de 386 pogos (Corning®),
selecionando 169 pogos e visualizadas em microscopio optico invertido (Nikon®) a fim
de identificar os pogos com apenas 1 célula. Foi possivel isolar 18 pocos para gDE7E6
HPV-16 e 27 pogos para gDE7E6 HPV-18, nestes pocos, foi adicionado 20 células de
CHODG-44 parental, com a finalidade de auxiliar no condicionamento do meio. As

células foram incubadas a 37°C, 5% COa, durante 30 dias.
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3.3.4 Amplificacdo genomica com MTX

Células CHODG-44 transfectadas com os plasmideos pNU1gDE7E6 HPV-16 ¢
pNUI1gDE7E6 HPV-18 em suspensdo foram cultivadas a uma densidade de 10 x 10°
células/mL em meio OptiCHO (ThermoFisher®) suplementado com L-glutamina 8 mM
em garrafa T25 cm? (ThermoFisher®) com concentragdes de 30 nM, 60 nM, 100 nM e
180 nM de MTX (Sigma-Aldrich®). Apés 30 dias, quando a viabilidade alcangava 90%
e se mantinha apds 3 passagens, as células eram transferidas para meio OptiCHO
contendo uma maior concentracdo de MTX. As células foram incubadas a 37°C, 5% COa,
durante 120 dias. O nimero total de células e a viabilidade foi avaliada utilizando cdmara
de Neubauer (Lo-Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio

optico invertido (Nikon®) a cada 4 dias.

3.3.5 Expansao das células CHODG-44 gDE7E6 HPV-16 em spinner

Células CHODG-44 transfectadas com o plasmideo pNU1gDE7E6 HPV-16 em
suspensdo foram cultivadas a uma densidade de 2 x 10° células em 50 mL em meio
OptiCHO (ThermoFisher Scientific®) suplementado com L-glutamina 8 mM em 2
spinners separados. As células foram incubadas a 37°C, 8% COz por 3 passagens para

adaptacgao e apds 96 horas foi coletado o sobrenadante.

3.3.6 Purificacdo da proteina gDE7E6 HPV-16 por cromatografia de afinidade ao
niquel

Para purifica¢do da proteina gDE7E6 HPV-16, o sobrenadante da populagao mista
proveniente do spinner (100 mL) foi previamente centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos (min) e dialisados contra Tampao A (0,1 M Tris, 0,25 M NaCl, pH 7,4) overnight.
O sobrenadante filtrado contendo a proteina recombinante foi purificado por
cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando coluna His trap HP (1 mL) (GE
Healthcare Life Sciences®), previamente equilibrada com Tampao A (0,1 M Tris, 0,25 M
NaCl, pH 7,4) em sistema AktaFLPC (GE Healthcare Life Sciences®). O processo de
eluicao foi realizado em etapas contendo 5%, 10% e 100% do tampao B (0,1 M Tris, 0,25
M NaCl, 1 M Imidazol, pH 7,4), sendo eluidas da coluna na etapa de 1 M de imidazol As
fragdes eluidas foram coletadas e analisadas por western blot utilizando anticorpo

monoclonal anti-gD 1:10.000 (DL-6) (NICOLA et al., 1998).
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3.3.7 Clonagem em sistema automatizado

O namero total de células e a viabilidade foi avaliada utilizando camara de
Neubauer (Lo-Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio optico
invertido (Nikon®). Apés contagem, 1x10° células CHODG-44 gDE7E6 HPV-16 ¢ HPV-
18 foram adicionadas em 50 mL de meio semisolido CloneMedia-CHO (Molecular
Devices®) suplementado com 8mM L-glutamina, 500 pL hipoxantina/timidina e 50 pL
do anticorpo anti-gD conjugado ao FITC (1:1000). Foram plaqueados 2 mL/poco em
placa de 6 pogos (Greiner® - Céd. 657185) do mix de meio e células. As placas foram
incubadas a 37°C, 5% COz, durante 14 dias. Apds periodo de incubacdo, as placas foram
scaneadas utilizando sistema automatizado ClonePix (Genetix®). As placas passaram por
screnning sobre luz branca e luz fluorescente (490/525 nm). Ambas imagens foram
sobrepostas para revelagao do “halo” em torno das colonias. Apoés scanner, ndo foram
encontrados clones com ‘“halo” fluorescente, segundo os parametros do equipamento.
Sendo assim, os clones foram visualizados em microscopio optico invertido (Nikon®).
Aqueles com bordas arredondadas e uniformes foram picados com micropipeta de 200 pl
e transferidos para placa de 96 pocos. O cultivo dos clones foi expandido em placa de 24

pocos, 6 pocos (Greiner® - Cod. 657185) e garrafa T25 cm? (ThermoFisher®).

3.3.8 Avaliacdo da expressiao de gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-18 em células
CHODG-44 por citometria de fluxo

O namero total de células e a viabilidade foi avaliada utilizando camara de
Neubauer (Lo-Laboroptik®) e Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) em microscopio optico
invertido (Nikon®). Utilizamos como controle negativo célula CHODG-44 parental nio
transfectada com os plasmideos. Apds contagem, 5x10* células CHODG-44 provenientes
da populagdo mista, clone e parental foram adicionadas a 200 pL de meio OptiCHO
contendo Brefeldina A (Spg/mL; GolgiPlug; BD Biosciences®) e Monensina A (10
ng/mL; GolgiStop BD Biosciences®) em placa de 96 pogos de fundo U (Corning®). As
células foram incubadas a 37°C, 5% CO: por 12 horas. Apds o periodo de incubagdo, as
células foram lavadas com PBS 2% SFB e fixadas e permeabilizadas utilizando kit
Cytofix/Cytoperm (BD Bioscienses®) por 15 min a 4°C. Em seguida, as células foram
incubadas com o anticorpo anti-gD FITC diluido 1:200 em tampao de permeabiliza¢ao
por 30 min a 4°C. Apds lavagens, as células foram ressuspendidas em PBS 2% SFB e
adquiridas em citdmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Bioscienses®). As células foram

analisadas quanto aos parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) e quanto
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a fluorescéncia do anticorpo anti-gD FITC (10.000 eventos). A porcentagem de células
FITC" dentre a populagio total de células foi determinada. Os dados foram analisados no

software FlowJo (versdao 10.0.7) e GraphPad Prism (versdo 6.0).
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4. RESULTADOS

4.1 ESTRATEGIAS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 DO HPV-16,
gDE7E6 DO HPV-18 E E7 HPV-16 EM P. PASTORIS

Células de E. coli transformadas com o vetor pPICOKgDE7E6 HPV-16,
pPIC9KgDE7E6 HPV-18 ¢ pPIC9KE7 HPV-16 foram analisadas apds extracdo de DNA
plasmidial e digestao do mesmo com as enzimas de restricao Sall, Bglll, Notl e EcoRI. O
DNA plasmidial apresentou as seguintes concentragdes finais: pPICOKgDE7E6 HPV-16:
893 ng/uL, pPIC9KgDE7E6 HPV-18: 626 ng/uL, pPICOKE7 HPV-16: 702,8 ng/uL. O
plasmideo pPIC9KgDE7E6 HPV-16 foi digerido com as enzimas de restri¢ao (i) Sall,
onde obtivemos 1 banda com um massa molecular de 11.013 pb, (i1) Bg/Il, onde foram
obtidas 2 bandas com massas moleculares de 8.610 e 2.403 pb, correspondente a digestao
do vetor e (iii) EcoRI e Notl onde foram observadas 2 bandas com massas moleculares
de 9.263 e 1.750 pb, correspondente ao vetor e ao inserto, respectivamente. O plasmideo
pPIC9KgDE7E6 HPV-18 foi digerido com as enzimas de restricdo (i) Sal/l, onde
obtivemos 1 banda com massa molecular de 11.004 pb, (ii) Bg/ll, onde foram obtidas 2
bandas com massas moleculares de 8.601 e 2.403 pb, correspondente a digestao do vetor,
respectivamente e (iii)) EcoRI e Notl, onde foram observadas 2 bandas com massas
moleculares de 9.263 e 1.741 pb, correspondente ao vetor e inserto, respectivamente. O
plasmideo pPIC9KE7 HPV-16 foi digerido com as enzimas de restri¢ao (i) Sa/l, onde
obtivemos 1 banda com uma massa molecular de 9.585 pb, (ii) Bg/Il, onde foram obtidas
2 bandas com massas moleculares de 7.182 e 2.403 pb, correspondente a digestdo do vetor
e (ii1) EcoRI e Notl onde foram observadas 2 bandas com massas moleculares de 9.263 e
322 pb, correspondente ao vetor e ao inserto, respectivamente. As massas moleculares

das bandas obtidas apds a digestdo corresponderam ao predito in silico (Figura 2).
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Figura 2. Digestio dos plasmideos pPICIKgDE7E6 HPV-16, pPICIKgDE7E6 HPV-18 e pPICIKE7
HPV-16. Gel de agarose 0,8%. (A) Amostras - M: Marcador de massa molecular; 1: pPIC9KgDE7E6 HPV-
16 nao digerido (11.013 pb); 2: pPICO9KgDE7E6 HPV-16 digerido com Sal/l (11.013 pb); 3:
pPIC9KgDE7E6 HPV-16 digerido com Bg/Il (Vetor: 8.610 pb/Inserto: 2.403 pb); 4: pPICOKgDE7E6
HPV-16 digerido com Notl/EcoRI (Vetor: 9.263 pb/Inserto: 1.750 pb) Destaque vermelho: gDE7E6 HPV-
16; 5: pPIC9KgDE7E6 HPV-18 nao digerido (11.004 pb); 6: pPICO9KgDE7E6 HPV-18 digerido com Sall
(11.004 pb); 7: pPIC9KgDE7E6 HPV-18 digerido com Bg/Il (Vetor: 8.601 pb/Inserto: 2.403 pb); 8:
pPIC9KgDE7E6 HPV-18 digerido com Nofl/EcoRI (Vetor: 9263 pb/Inserto: 1741 pb) Destaque amarelo:
gDE7E6 HPV- 18 (B) Amostras - M: Marcador de massa molecular; 1: pPICOKE7 HPV-16 nao digerido
(9.585 pb); 2: pPICOKE7 HPV-16 digerido com Sal/l (9.585 pb); 3: pPICOKE7 HPV-16 digerido com Bg/II
(Vetor: 7.182 pb/Inserto: 2.403 pb); 4: pPICOKE7 HPV-16 digerido com Notl/EcoRI (Vetor: 9.263
pb/Inserto: 322 pb) Destaque azul: E7 HPV-16.

Apés a confirmagdo dos clones por sequenciamento, as construgdes
pPIC9KgDE7E6 do HPV-16, pPIC9KgDE7E6 do HPV-18 e pPICO9KE7 HPV-16 (40 pg)
foram preparadas para eletroporacao apos a digestao com Sall e Bgl/ll e purificadas por
precipitagdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e etanol absoluto gelado. A
digestdo com Sall leva a inser¢do no locus Ais4 e geragdo do fenotipo His"Mut” que leva
ao crescimento normal da levedura na presenca de metanol, enquanto que a digestao com
Bglll leva a substitui¢do no locus AOX1 e geragio do fendtipo His"Mut® que resulta em
crescimento lento da levedura na presenga de metanol. Os plasmideos pPICO9KgDE7E6
HPV-16 e pPICOKgDE7E6 HPV-18 foram digeridos com Sa/l onde foram obtidas bandas
com massa molecular de 11.013 e 11.004 pb, respectivamente. Quando as construgdes
(pPIC9KgDE7E6 HPV-16 e pPIC9KgDE7E6 HPV-18) foram digeridas com Bg/II foram
obtidas bandas com massa molecular correspondente a digestao do vetor de 8.610 e 2.403
pb e 8.601 e 2.403 pb, respectivamente. O plasmideo pPICO9KE7 HPV-16 foi digerido

com Sall, onde foi obtida 1 banda com massa molecular de 9.585 pb, e Bg/II, onde foram
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obtidas bandas com massas moleculares de 7.182 e 2.403 pb. Os tamanhos obtidos ap6s

a digestao corresponderam ao predito in silico. (Figura 3).

Figura 3. Digestdo dos plasmideos pPICIKgDE7E6 HPV-16 e 18 com Sall e BgllIl. Gel de agarose
0,5%. (A) Amostras digeridas com Sal/l - M: Marcador de massa molecular; 1: Controle Positivo AMA-1
(11.353 pb); 2: pPIC9KgDE7E6 HPV-16 (11.013 pb); (B) Amostras digeridas com Sa/l — M: Marcador de
massa molecular; 1: Controle Positivo AMA-1 (11.353 pb); 2: pPIC9KgDE7E6 HPV-18 (11.004 pb) (C)
Amostras digeridas com Bg/II — M: Marcador de massa molecular; 1: pPICOKgDE7E6 HPV-16 (8.610 e
2.403 pb); 2: pPIC9KgDE7E6 HPV-18 (8.601 e 2.403 pb) (D) Amostras digeridas com Sa/l e BgllI,
respectivamente — M: Marcador de massa molecular; 1: pPICOKE7 HPV-16 (9.585 pb); 2: pPICO9KE7
HPV-16 (7.182 ¢ 2.403 pb).

ApO6s o processo de eletroporacao das leveduras, realizamos a selegao dos clones
pPIC9KgDE7E6 HPV-16, pPICO9KgDE7E6 HPV-18 e pPICOKE7 HPV-16 resistentes ao
antibiodtico geneticina em diferentes concentragdes (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg/ml). Clones que
exibem maior resisténcia a geneticina apresentam maior nimero de copias do gene de
interesse inserido no genoma de P. pastoris e, consequentemente, maiores chances de
obter maior rendimento da proteina de interesse. Para as construg¢des digeridas com Sall
foram selecionados os seguintes clones: pPICO9KgDE7E6 HPV-16 clones: 10, 48 e 38),
pPIC9KgDE7E6 HPV-18 clones: 27 e 58, e pPICOKE7 HPV-16 clones: 7, 49 e 50. Para
as construgdes digeridas com Bg/Il foram selecionados os seguintes clones:
pPIC9KgDE7E6 HPV-16 clones: 15 e 34, pIC9KgDE7E6 HPV-18 clones: 11 e 12, ¢
pPIC9KE7 HPV-16 clone 27. Tais clones foram submetidos ao processo de expressao
para defini¢do da melhor condi¢do de cultivo nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas.

Primeiramente, os sobrenadantes das culturas provenientes das construgdes
pPIC9KgDE7E6 HPV-16 e HPV-18 de todos os clones com tempo de expressao de 24
horas foram concentrados com sulfato de amonio, e avaliados por SDS-PAGE e western
blot utilizando anticorpo monoclonal anti-gD (DL-6). Foram utilizados como controle
negativo e positivo as proteinas AMA-1 (VICENTIN et al., 2014) e gD, respectivamente.
As proteinas gDE7E6 do HPV-16 e do HPV-18 apresentam massa molecular predita in
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silico de aproximadamente 70 kDa, no entanto, as bandas observadas no SDS-PAGE com
tamanho de aproximadamente 70 kDa correspondem a proteina AOX1, utilizada pela P.
pastoris para metabolizar o metanol (Figura 4A). Além disso, ndo foi verificado
marcagdo especifica das proteinas com o anticorpo anti-gD (NICOLA et al., 1998) no
western blot. A marcagdo especifica foi observada somente na canaleta contendo o

controle positivo, a proteina gD. (Figura 4B).
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Figura 4. Avaliacio da expressio de gDE7E6 HPV-16 e 18 (24 horas) em sobrenadante concentrado
de culturas de P. pastoris. (A) Gel SDS-PAGE 15%; Amostras - M: Marcador de massa molecular; 1:
AMA-1 (57 kDa); 2: gDE6E7 HPV-16 — Clone 10; 3: gDE6E7 HPV-16 — Clone 48; 4: gDE6E7 HPV-16 —
Clone 38; 5: gDE6E7 HPV-18 — Clone 27; 6: gDE6E7 HPV-18 — Clone 58; 7: gD (~50 kDa). (B) western
blot revelado por quimiluminescéncia utilizando o anticorpo anti-gD (dilui¢ao de 1:10.000 - DL-6).

Para avaliar com mais exatiddo a presenga das proteinas no compartimento
intracelular, realizamos novo ensaio de indu¢do de expressao com tempo de 24 horas e
os extratos de todos os clones foram analisados por SDS-PAGE. Além disso, realizamos
o western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-gD (DL-6) (NICOLA et al., 1998;
revelado pela técnica de quimiluminescéncia). Nao foram observadas bandas com massas
moleculares compativeis as das proteinas gDE7E6 do HPV-16 e do HPV-18 em SDS-
PAGE (Figura 5A) nem a marcagdo especifica das proteinas por western blot, sendo

detectado apenas o controle positivo (gD) (Figura 5B).
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Figura 5. Avaliacio da expressio de gDE7E6 HPV 16 e 18 a partir do extrato de P. pastoris com
tempo de expressdo de 24 horas por SDS-PAGE e western blot. (A) Gel SDS-PAGE 15%; Amostras -
M: Marcador de massa molecular; 1: AMA-1 (57 kDa); 2: gDE6E7 HPV-16 — Clone 10; 3: gDE6E7 HPV-
16 — Clone 48; 4: gDE6E7 HPV-16 — Clone 38; 5: gDE6E7 HPV-18 — Clone 27; 6: gDE6E7 HPV-18 —
Clone 58; 7: gD (43 kDa). (B) western blot revelado por quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario
anti-gD (1:10.000; DL-6).

Os sobrenadantes das culturas provenientes da construgao pPICOKE7 HPV-16 do
clone 50 em todos os tempos de expressdo foram avaliados por SDS-PAGE e western
blot utilizando um anticorpo monoclonal que reconhece a cauda de histidina na proteina
recombinante, anti-His. Foram utilizados como controle positivo e negativo as proteinas
AMA-1 e sobrenadante de P. pastoris sem plasmideo, respectivamente. A proteina E7 do
HPV-16 apresentam massa molecular predita in silico de aproximadamente 20 kDa, no
entanto, ndo observamos bandas com massas moleculares compativeis no gel (Figura
6A). Além disso, nao foi verificado marcacao especifica das proteinas com o anticorpo

anti-His no western blot (Figura 6B).
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Figura 6. Avaliacdo da expressdo da E7 HPV 16 no sobrenadante de cultura de P. pastoris com tempos
de expressao de 24, 48, 72, 96 horas. Gel SDS-PAGE 15% (A) Amostras - M: Marcador de massa
molecular; 1: E7 Clone 50 — 24 horas; 2: E7 Clone 50 — 48 horas; 3: E7 Clone 50 — 72 horas; 4: E7 Clone
50 — 96 horas; 5: P. pastoris ndo transformada 24 horas; 6: P. pastoris nao transformada 48 horas; 7: P.
pastoris ndo transformada 72 horas; 8: P. pastoris ndo transformada 96 horas; 9: AMA (57 kDa). (B)
western blot revelado por quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario anti-His.
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Diante dos resultados descritos, apos diversas tentativas nao foi possivel observar
expressdo das proteinas gDE7E6 HPV-16, gDE7E6 HPV-18 e E7-HPV-16 no
sobrenadante e extrato celular de P. pastoris. Por este motivo, decidimos trocar o sistema

de expressao para a produgdo das proteinas.

4.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 HPV-16 E gDE7E6 HPV-18 EM
CELULAS HEK293T

Diante da auséncia de expressdo das proteinas propostas no trabalho em P.
pastoris, como alternativa, passamos a trabalhar com células de mamiferos. A expressao
das proteinas gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 foi inicialmente testada em células HEK293T
para avaliacao da viabilidade dos plasmideos. As constru¢des pUCS57gDE7E6 HPV-16 ¢
HPV-18 juntamente com o vetor pNU1 foram analisadas por eletroforese em agarose. O
plasmideo pUC57gDE7E6 HPV-16 foi digerido com as enzimas de restricdo BamHI e
Nhel, onde foram obtidas 2 bandas com massas moleculares de 2.710 e 1.794 pb,
corresponde ao vetor e inserto, respectivamente. O plasmideo pUC57gDE7E6 HPV-18
foi digerido com as enzimas de restri¢do EcoRI e Nhel, onde foram obtidas 2 bandas com
massas moleculares de 2.710 e 1.791 pb, correspondente ao vetor e ao inserto,
respectivamente. O vetor pNU1 foi digerido com as mesmas enzimas utilizadas nas
construgdes dos genes que codificam as proteinas do HPV-16 ¢ HPV-18 com a finalidade
de realizar a posterior ligacao das sequéncias no vetor. As massas moleculares das bandas

obtidas apos a digestdo corresponderam ao predito in silico (Figura 7).

HPV 16 HPV 18
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Figura 7. Digestao dos plasmideos pUC57gDE7E6 HPV-16 e pUC57gDE7E6 HPV-18. Gel de agarose
1 %. Amostras - M: Marcador de massa molecular; 1: pUC57gDE7E6 HPV-16 digerido com BamHI e Nhel
(Vetor: 2.710 pb/Inserto: 1.794 pb); 2: Vetor pNUI digerido com BamHI e Nhel (6.500pb); 3:
pUC579KgDE7E6 HPV-18 digerido com EcoRI e Nhel (Vetor: 2.710 pb/Inserto: 1.791 pb); 4: Vetor pNU1
digerido com EcoRI e Nhel (6.500pb).
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Em seguida, foi realizada a purificacao dos insertos gDE7E6 HPV-16 e HPV-18
e do vetor pNU1 a partir do gel de agarose. O DNA plasmidial do vetor e inserto apos a
purificagdo apresentou as seguintes concentracdes finais: gDE7E6 HPV 16: 40 ng/uL;
gDE7E6 HPV 18: 25 ng/uL; pNU1 HPV-16: 14 ng/uL; pNU1 HPV-18: 20 ng/uL. Em
seguida, foi realizada a reacdo de ligacdo do vetor e inserto, sendo utilizada na
transformagao de bactérias E. coli XL10Gold. O DNA plasmidial extraido foi submetido
a uma digestdo com enzimas de restricdo. O plasmideo pNU1gDE7E6 HPV-16 foi
digerido com as enzimas BamHI e Nhel onde foram obtidas 2 bandas com pesos
moleculares de 6.000 e 1.809 pb. O plasmideo pNUI1gDE7E6 HPV-18 foi digerido com
as enzimas EcoRI e Nhel onde foram obtidas 2 bandas com pesos moleculares de 6.000 e
1.806 pb. Portanto, as clonagens das sequéncias de interesse gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6

HPV-18 no vetor pNUI1 foram realizadas com sucesso. (Figura 8).

5000 pNUI pNUI
5000
9000 ¢DE7E6 HPV-16

2000

Figura 8. Digestiao dos plasmideos pNU1gDE7E6 HPV-16 e pNU1gDE7E6 HPV-18. Gel de agarose 1
%. (A) Amostras - M: Marcador de massa molecular; 1: pNU1gDE7E6 HPV-16 clone 1 (B): M: Marcador
de massa molecular; 1: pNU1gDE7E6 HPV-18 clone 1; 2: pNU1gDE7E6 HPV-18 clone 2.

Os plasmideos pNU1gDE7E6 HPV-16 e pNU1gDE7E6 HPV-18 foram utilizados
para transfeccdo transitoria de células HEK293T, com tempo de expressao de 96 horas.
Em seguida, o sobrenadante (60 mL) foi submetido a cromatografia de afinidade ao
niquel, sendo possivel observar um Unico pico para ambas as proteinas (gDE7E6 HPV-
16 — 600 mAU e gDE7E6 HPV-18 — 900 mAU), a eluicao foi realizada com 230 mM de
imidazol 1M (Figura 9).

gDE7E6 HPV-
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Figura 9. Cromatograma da purificacio por afinidade ao niquel das proteinas recombinantes
¢DE7E6 HPV-16 ¢ gDE7E6 HPV-18.

As proteinas gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-18 apresentam massa molecular
predita in silico de aproximadamente 70 kDa, sendo possivel observar banda com massa
molecular compativel em SDS-PAGE. No entanto, foi possivel observar uma banda
adicional com mesma massa molecular, proveniente da presenga de albumina do SFB
utilizado na cultura das células HEK293T. Além disso, observamos que grande parte do
SFB foi eliminado no Flow-through e que possivelmente uma pequena quantidade das
proteinas recombinantes interagiram menos com a coluna HisTrap HP pela interferéncia

da presenca das proteinas do SFB (Figura 10).



51
Resultados

HPV 16 HFPV 18

Figura 10. Avaliacdo da purificaciio das proteinas recombinantes gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-
18 por SDS-PAGE. SDS-PAGE 15%; Amostras - M: Marcador Molecular; 1: gDE7E6 HPV-16 Fragdo 4
(70 kDa); 2: gDE7E6 HPV-16 Fragdo 5 (70 kDa); 3: Flow-through do gDEG6E7 HPV-16; 4: Wash do
gDE6E7 HPV-16; 5: gDE6E7 HPV-18 Fracao 4 (70 kDa); 6: gDE6E7 HPV-18 Fracado 5 (70 kDa); 7: Flow-
through do gDEGE7 HPV-18; 8: Wash do gDE6E7 HPV-18; 9: Controle positivo gD (43 kDa).

Como forma de escalonar o processo de producdo das proteinas recombinantes,
aumentamos o volume total da cultura para 200 mL. No entanto, na primeira tentativa de
purificacdo, observamos que o niquel se soltou da coluna, provavelmente pelo acimulo
de aminoacidos presentes no meio, como arginina e cisteina, que quelam o niquel. Diante
disso, realizamos 2 didlises contra Tampao A para remog¢ao dos aminoacidos e realizamos
novamente a purificacdo por cromatografia de afinidade. Foi observado que mesmo apos
as didlises o SFB ainda estava presente na amostra, porém foi verificado marcagdo
especifica das proteinas com o anticorpo anti-His e anti-gD (DL-6) (NICOLA et al., 1998)

no western blot (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo da purificaciio das proteinas recombinantes gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-
18 por SDS-PAGE e western blot. SDS-PAGE 15% (A) Amostras - M: Marcador Molecular; 1: gDE7E6
HPV-16 purificada (70 kDa); 2: gDE7E6 HPV-18 purificada (70 kDa) (B) western blot revelado por
quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario anti-His (1:4000) Amostras: 1: Controle positivo gD; 2:
gDE7E6 HPV-16 purificada (70 kDa); 3: gDE7E6 HPV-18 purificada (70 kDa) (C) western blot revelado
por quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario anti-gD (DL-6) (1:10000) Amostras: 1: Controle
positivo gD; 2: gDE7TE6 HPV-16 purificada (70 kDa); 3: gDE7E6 HPV-18 purificada (70 kDa).



52
Resultados

Diante disso dos problemas encontrados, para otimizar o processo de purificacao,
iniciamos a adaptacdo de cé¢lulas HEK293T a meio livre de SFB. Para adaptagdo, nos
utilizamos o meio OptiPRO SFM, livre de compostos de origem animal e com baixo teor
de proteinas. A linhagem HEK 293T cresceu inicialmente em meio DMEM 10% SFB,
sendo diminuido gradativamente a porcentagem de DMEM 10% SFB, como citado na
tabela 1. Nas primeiras passagens de 25% (25:75 SFM: DMEM 10%SFB), 50% (50:50
SFM: DMEM 10%SFB) e 75% (75:25 SFM: DMEM 10% SFB) foi possivel obter células
adaptadas com confluéncia e viabilidade superior a 90%. Apds 5 passagens em 100%
SFM, as células formavam grandes aglomerados (ilhas), que retardavam o crescimento.
Sendo assim, decidimos fazer uma passagem intermediaria de 95% (95:5 SFM: DMEM
10% SFB), porém as células continuaram a crescer aglomeradas, sem atingir confluéncia
desejavel (Figura 12). Sendo assim, decidimos ndo continuar com os testes de expressao
em células HEK, visto que a morfologia alterada influenciaria na eficiéncia da

transfeccao.

A B

HEK 293T 100% DMEM 10% SFB HEK293T 95% OPTIPRO + 5% DMEM 10%SFB

Figura 12. Adaptacdo da linhagem celular HEK293T ao meio livre de soro. (A) Células HEK293T
cultivadas em garrafas T75 cm? em meio DMEM 10%SFB. (B) Células HEK293T cultivadas em garrafas
T75 cm? em meio 95% OptiPRO SFM
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4.3 EXPRESSAO DAS PROTEINAS gDE7E6 HPV-16 E gDE7E6 HPV-18 EM
CELULAS CHODG-44

Com o objetivo de gerar clones estaveis produtores das proteinas recombinantes
e de utilizar células j& adaptadas ao meio livre de SFB, os plasmideos pNU1gDE7E6
HPV-16 e pNU1gDE7E6 HPV-18 foram utilizados para transfec¢ao estavel de células
CHODG-44 em suspensao. Células CHODG-44 sao deficientes na expressao da enzima
DHFR que catalisa a sintese de purinas/pirimidinas necessarias para replica¢ao da célula.
As células foram transfectadas com os plasmideos pNUIgDE7E6 HPV-16 e
pNU1gDE7E6 HPV-18, que contétm o gene da DHFR, e desta forma, adquirem a
capacidade de replicar em um meio deficiente para tal enzima (meio OptiCHO SFM). As
células foram cultivadas por 30 dias e, durante a selegdo, foi possivel observar que a
porcentagem de células viaveis caiu para 30% para gDE7E6 HPV-16 e 20% para gDE7E6
HPV-18, devido a morte de células nao transfectadas ou transfectadas de forma transiente.
A partir do dia 20 da cultura, a viabilidade das células retornou aos niveis normais,

gerando uma populacdo de células transfectadas de forma estavel (Figura 13).
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Figura 13. Seleciao das células CHODG-44 transfectadas através da avaliacdo da porcentagem de
células viaveis, no periodo de 30 dias. Controle negativo: células nio transfectadas.

A populagdo estavel gerada é composta por células que expressam as proteinas de
interesse em diferentes niveis. Com o intuito de obter clones que expressam as proteinas
em niveis desejaveis, duas estratégias podem ser aplicadas: (i) clonagem por dilui¢ao
limitante e (i1) amplificagdo genomica com MTX. Para selecionar os clones individuais,
no6s escolhemos a primeira opgao, diluigdo limitante. As células foram diluidas para obter

uma média de 0,75 células/poco e subcultivadas com CHODG-44 parental em meio
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quimicamente definido FortiCHO, que aumenta em até 120% o crescimento e
sobrevivéncia das células. Além disso, o meio foi suplementado com
Hipoxantina/timidina, precursores para sintese de nucleotideos, necessarios para
replicagdo. As células permaneceram em cultura por 30 dias e, ap6s esse periodo, ndo foi
possivel observar crescimento e sobrevivéncia dos clones.

Por se tratar de uma técnica trabalhosa e complexa, decidimos realizar um passo
anterior, a amplificacdo gendmica com MTX, a fim de selecionar os clones com maiores
niveis de expressdo das proteinas recombinantes. O MTX ¢ um inibidor da DHFR e, para
superar esta inibi¢cdo, as células aumentam o nimero de copias da DHFR no genoma. Os
genes da gDE7E6 HPV-16 ou gDE7E6 HPV-18 estdo integrados no mesmo locus
genético da DHFR, sendo assim, o gene de interesse ¢ possivelmente coamplificado,
levando ao aumento da producao das proteinas. O processo de amplificacdo foi realizado
aumentando de forma gradativa a concentracdo de MTX (30 nM, 60 nM, 100 nM e 180
nM). A passagem para a concentracdo seguinte foi realizada somente apos a recuperacao
do numero total e viabilidade das células em 90%, mantidos por 3 passagens.

Ap6s concentragdo do sobrenadante, foi realizado um western blot utilizando o
anticorpo monoclonal anti-gD (ID-3) revelado pela técnica de quimiluminescéncia. Para
a proteina gDE7E6 HPV-16 foi possivel detectar enriquecimento da expressao apos o
aumento da concentragdo de MTX até 100 nM, porém na concentragcdo de 180 nM foi
observado diminui¢do da expressdo (Figura 14A). Para a proteina gDE7E6 HPV-18, foi
possivel observar expressdo até a concentragdo de 60 nM de MTX, ndo sendo possivel

realizar a amplificagdo em concentracdes maiores (Figura 14B).
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Figura 14. Avaliacio da amplificacdo gendémica com MTX por western blot revelado por
quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario anti-gD (ID-3). (A) Amostras: 1: Controle positivo
gD (43 kDa); 2: gDE7E6 HPV-16 30 nM MTX (70 kDa); 3: gDE7E6 HPV-16 60 nM MTX (70 kDa); 4:
gDE7E6 HPV-16 100 nM MTX; 5: gDE7E6 HPV-16 180 nM MTX (70 kDa). (B) Amostras: Controle
positivo gD (43 kDa); 2: gDE7E6 HPV-18 60 nM MTX (70 kDa).

ApOs a geragdo de populacao mista amplificada com MTX, realizamos tentativa
de purificacdo da proteina gDE7E6 HPV-16 por cromatografia de afinidade ao niquel. O
sobrenadante de cultura (100 mL) provindo de culturas em suspensdo em spinner, foi
submetido a cromatografia de afinidade, ap6s dialise em tampao A (0,1 M Tris, 0,25 M
NaCl, pH 7,4). Foi possivel observar um tnico pico de 42.3 mAU, a eluigao foi realizada
com 1 M de imidazol (Figura 15A). A proteina gDE7E6 HPV-16 apresenta massa
molecular de 70 kDa e foi possivel observar banda com massa molecular compativel no
western blot. No entanto, foi observado marcacao especifica na amostra coletada durante
a lavagem da coluna, sendo assim, uma pequena quantidade de proteina pode ndo ter
interagido de forma adequada com a coluna HisTrap HP (Figura 15B). Diante desses
resultados, mostramos que as células CHODG-44 produziram e secretaram a proteina
gDE7E6 HPV-16 no meio de cultura. No entanto, a presenga da proteina na amostra
coletada durante a lavagem pode caracterizar uma baixa afinidade com a histidina
imobilizada na coluna visto que a lavagem foi realizada com 5 mM de imidazol. Além
disso, por se tratar de uma proteina soluvel, sua conformagao estrutural pode esconder
uma parte da cauda de histidina, dificultando sua interacdo com a coluna. Apds a
purificacdo, realizamos diversas tentativas de quantificagdo da concentragao da gDE7E6
HPV-16 eluida, por diferentes técnicas como Bradford, BSA e ELISA, porém pelo baixo
rendimento, ndo foi possivel mensurar de forma confidvel a concentragdo da proteina.
Nao foi possivel realizar a purificagdo da proteina gDE7E6 HPV-18, pelo baixo
rendimento de produ¢ao, quando comparado a proteina gDE7E6 HPV-16.
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Figura 15. (A) Cromatograma da purificacio por afinidade ao niquel da proteina recombinante
gDE7E6 HPV-16 (B) western blot revelado por quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario
anti-gD (ID-3). Amostras: 1: Controle positivo gD (43 kDa); 2: gDE7E6 HPV-16 Fracdo 21 (70 kDa); 3:
gDE7E6 HPV-16 Fracdo 22 (70 kDa); 4: gDE7TE6 HPV-16 Fracao 23 (70 kDa); 5: gDE7E6 HPV-16 Fragéo
24 (70 kDa); 6: gDE7E6 HPV-16 Lavagem (70 kDa).

Com o intuito de aumentar os niveis de expressao da gDE7E6 HPV-16 e da
gDE7E6 HPV-18 buscamos isolar um clone estavel produtor de cada uma das proteinas
através de um screnning da populacdo mista de CHODG-44 em sistema automatizado
ClonePix (Genetix®). Neste sistema, as células sdo providas com os nutrientes necessarios
para crescer imobilizadas em um meio semisolido, facilitando a avalia¢do individual da
expressdo. Apos o crescimento, os clones produtores sdo identificados pela formagao de
um ‘“halo” resultante da ligagdo do anticorpo fluorescente na proteina de interesse
dispersa no meio semisolido. As células CHODG-44 gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6 HPV-
18 foram adicionadas em um mix de meio semisélido, anticorpo anti-gD FITC, L-
glutamina e hipoxantina/timidina (HT) e mantidas em estufa a 37°C, 5% CO> durante 14
dias. Apos este periodo foi possivel visualizar a formacao das coldnias. Os clones foram
primeiramente visualizados no ClonePix (Genetix®) sob luz branca (490 nm), aqueles
com morfologia aceitos pelo equipamento como tamanho, bordas regulares, formato
arredondado e células unicas foram imageados sob luz fluorescente (525 nm). Apos
exposicao, alguns clones ndo exibiram a formagao do halo e outros exibiram fluorescéncia
inespecifica, ndo sendo aceitos pelos critérios do equipamento. Acreditamos que a

utilizacao de um anticorpo anti-gD FITC conjugado in house, pode ter influenciado na



57
Resultados

formacdo do halo, visto que ndo se sabe a concentracdo exata de FITC conjugada ao
anticorpo e sua estabilidade por longos periodos a 37°C.

Sendo assim, realizamos uma selecdo manual dos clones através de visualizagdo
em microscopio invertido, mantendo alguns dos pardmetros do ClonePix (Genetix®).
Foram selecionados 5 clones para gDE7E6 HPV-16 e 7 clones para gDE7E6 HPV-18 em
placa de 96 pogos. Em seguida os clones foram expandidos para placa de 24 pogos, 6
pocos e garrafa T25 ¢cm?. Durante a expansio, alguns nio sobreviveram e outros nio
expressavam as proteinas de interesse. Ao final do processo, foram selecionados o clone
gDE7E6 HPV-16 (4) e gDE7TE6 HPV-18 (4). Apds concentracdo do sobrenadante, foi
realizado um western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-gD (ID-3) revelado pela
técnica de quimiluminescéncia. Foi possivel, observar banda com massa molecular
compativel de 70 kDa referente as proteinas gDE7E6 HPV-16 (Figura 16A) e gDE7E6
HPV-18 (Figura 16B).
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Figura 16. western blot revelado por quimiluminescéncia utilizando anticorpo primario anti-gD (ID-
3) (A) Amostras: 1: Controle positivo gD (43 kDa); 2: gDE7E6 HPV-16 5X (70 kDa); 3: gDE7E6 HPV-
16 15X (70 kDa) (B) 1: Controle positivo gD (43 kDa) 2: gDE7E6 HPV-18 5X (70 kDa); 3: gDE7E6 HPV-
18 15X (70 kDa).

Com os clones selecionados, realizamos citometria de fluxo para avaliar a
porcentagem de células CHODG-44 que expressavam as proteinas gDE7E6 HPV-16 ¢
HPV-18 dentro da populagdo mista ¢ o clone propriamente dito. As células foram
submetidas @ marcacdo com anti-gD FITC, adquiridas em citometro de fluxo LSR
Fortessa (BD Bioscienses®) e os dados analisados no software FlowJo (versio 10.0.7).
Utilizamos como controle negativo células CHODG-44 nao transfectadas com os
plasmideos (CHODG-44 parental). Para a proteina gDE7E6 HPV-16, foi possivel
observar 49,3% de células produtoras marcadas com anti-gD FITC dentro da populagao
mista e 43,6% de células produtoras marcadas com anti-gD FITC dentro da populagio do

clone isolado. Para a proteina gDE7E6 HPV-18, foi possivel observar 48,4% de células
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produtoras marcadas com anti-gD FITC dentro da populagdao mista e 39,5% células
produtoras marcadas com anti-gD FITC dentro da populagdo do clone isolado (Figura
17). Tais dados demonstram que ambas populag¢des mistas e clones produzem as proteinas
de interesse, porém as frequéncias de células produtoras dos clones ndo sdo superiores as
frequéncias das populagdes mistas. E importante destacar que o processo de geragdo de
um clone estavel ¢ laborioso, dispendioso e necessita de varios rounds de subclonagem
para garantir a clonalidade da célula. Além disso, a presenga de um clone altamente

produtor ¢ considerado um evento raro.
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Figura 17. Avaliacio de células CHODG-44 produtoras de gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 marcadas com
anti-gD FITC dentro da populagdo mista e clone.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, buscamos expressar as proteinas de fusao gDE7E6 HPV-16 e
HPV-18 e a oncoproteina E7, como controle positivo em experimentos, na levedura P.
pastoris e as proteinas de fusdo gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 em células de mamifero da
linhagem HEK293T e CHODG-44 para aplicagdo no desenvolvimento de vacinas
terapéuticas. Com relacao a expressao das proteinas gDE7E6 HPV-16 ¢ HPV-18 ¢ E7
HPV-16 em P. pastoris, nos diferentes tempos testados, ndo foi possivel observar a
expressdo das proteinas no sobrenadante nem no extrato celular, independentemente do
tipo de linearizagdo com diferentes enzimas de restricdo. Com relacao a expressao das
proteinas gDE7E6 HPV-16 ¢ HPV-18 em células HEK293T, realizamos a transfec¢ao
transitoria, e foi possivel expressar ambas proteinas no sobrenadante das culturas. A
purificacdo das proteinas foi realizada através de cromatografia de afinidade ao niquel e
as bandas com massas moleculares no tamanho esperado para ambas proteinas, foram
detectadas através de western blot. Porém, a presenca do SFB dificultou a realizacdo da
purificacdo de forma adequada. Para tentar contornar o problema, testamos a adaptacao
de células HEK293T em meio livre de SFB. Infelizmente, o cultivo das células em 95%
e 100% SFM levou a formacao de aglomerados celulares que retardavam o crescimento
e dificultavam a transfeccdo celular. Sendo assim, buscamos expressar as proteinas
gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 em células CHODG-44, adaptadas para cultivo em
suspensdo e meio quimicamente definido livre de SFB. Realizamos amplificacao
gendmica com MTX das células CHODG-44 gDE7E6 HPV-16 e HPV-18 com o intuito
de aumentar a expressao da proteina de interesse. A purificacao da proteina gDE7E6
HPV-16 foi realizada, sendo possivel detectar banda com massa molecular no tamanho
esperado através de western blot, porém, pelo baixo rendimento, ndo foi possivel
mensurar a concentragdo da proteina. Além disso, realizamos a tentativa de clonagem
das células CHODG-44 gDE7E6 HPV-16 ¢ CHODG-44 gDE7E6 HPV-18 através de
diluicao limitante e clonagem em sistema automatizado.

Acreditamos que pelo fato da gD ser uma proteina associada a8 membrana, haja
dificuldade na expressdo desta proteina em P. pastoris. Ja foi descrito na literatura o
emprego deste sistema para expressao da gD do HSV-1 e HSV-2 (KOOIJI et al., 2002;
WANG et al., 2017). Em ambos trabalhos, a sequéncia de aminoacidos e a conformacao
da proteina sdo diferentes da utilizada no presente estudo. Além disso, foram encontradas

dificuldades na producdo da gD do HSV-1 e do HSV-2, como baixo rendimento,
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necessidade de concentragdo do sobrenadante e falta de clareza na visualiza¢do das
bandas em SDS-PAGE. Em outros trabalhos que expressaram a proteina do Envelope de
Dengue 2, a proteina do Envelope de Dengue 4 e glicoproteina gp350, além das
dificuldades acima citadas, foi necessério obter as proteinas do extrato celular (MUNE et
al., 2003; VALDES et al., 2007; MANI et al., 2013; WANG et al., 2016). Em paralelo,
tentamos expressar a E7 sem estar fusionada geneticamente a gD em P. pastoris, no
entanto, também nao foi possivel observar a expressdo desta proteina no sobrenadante.
Nao foi encontrado na literatura estudos que relatam a expressdo desta proteina neste
sistema.

Diversos trabalhos tém descrito altos niveis de producdo de proteinas em P.
pastoris, porém, existem importantes dificuldades que limitam a expressdo e secrecdo de
proteinas neste sistema. Podemos citar (i) a necessidade de adaptacdo de cddons da
sequéncia (i) nimero de copias do gene de interesse (iii) transcrigdo do mRNA (iv)
degradacao do metanol que leva ao stress celular (v) processamento, dobramento e
acimulo da proteina no reticulo endoplasmatico (RE) (vi) degradagdo associada no RE
(vii) translocacdo da proteina para o meio extracelular dependente do peptideo sinal e
(viii) protedlise (INAN et al., 2005; AZOUN et al., 2016b). A inducao da expressao de
proteinas recombinantes em P. pastoris pode desencadear dois tipos de stress celular. O
primeiro ¢ causado pela degradagdo do metanol necessario para ativagdo do promotor
AOXI1. A metabolizagdo do metanol gera formaldeido e peréxido de hidrogénio,
compostos toxicos que podem levar a danos celulares (VANZ et al., 2012; HESKETH et
al.,, 2013). A segunda causa de stress esta relacionada com a produg¢do da proteina
recombinante. A sobrecarga da maquinaria celular para producdo da proteina
recombinante pode levar ao acimulo de proteinas agregadas ou mal enoveladas no RE.
Para reduzir o nivel de stress, a célula pode iniciar uma resposta contra proteinas mal
enoveladas, através da diminui¢do do nivel da tradugdo e levando ao aumento da
degradacao associada ao RE (DAMASCENO et al.,2012; AZOUN et al.,2016b).

Neste contexto, o enovelamento de proteinas no RE ¢ um passo crucial em células
eucaridticas, sendo considerada um sistema de controle de qualidade que garante que a
proteina secretada sera corretamente dobrada, incluindo a formagao de pontes dissulfeto
(HELENIUS et al., 1992; INAN et al., 2005). A proteina recombinante recém-sintetizada
entra no limen do RE e encontra uma mudanga no estado redox que promove a formagao

de pontes dissulfeto, realizada pela chaperona dissulfeto isomerase (PDI). Tal chaperona
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auxilia no dobramento da proteina, prevenindo agregagdo e assegurando que as pontes
dissulfeto sejam formadas corretamente. Problemas nessa etapa do processamento podem
levar & degradacdo da proteina por proteossomos citoplasmaticos (INAN et al., 2005).
Em células normais a concentragdo dessas chaperonas ¢ suficiente para garantir o correto
dobramento das proteinas na via secretoria. Porém em sistemas de expressao, o fluxo de
proteinas sendo translocada para o RE ¢ bastante elevado, levando a saturagdo da
maquinaria de dobramento e a consequente ndo secre¢do das proteinas (NGIAM et al.,
2000).

Ja foi descrito na literatura que a coexpressao de PDI ¢ associada ao aumento nos
niveis de expressdo de proteinas heterdlogas em P. pastoris. Azoun et al. (2016b)
demonstrou que a coexpressao de PDI elevou os niveis de expressdo da glicoproteina
RABV-G em 9,5 vezes. Além disso, o estado redox do RE e os niveis de enzimas
oxidativas como glutationa peroxidase, também influenciam no dobramento de proteinas,
podendo aumentar em 3,3 vezes o nivel da expressao (AZOUN et al., 2016b). Medidas
adicionais como estas ndo foram tomadas para facilitar a expressdo das proteinas em
nossas condi¢gdes experimentais, o que podem explicar a dificuldade de obtencdo dos
antigenos neste sistema.

Um fator importante no processo de expressao de proteinas recombinantes € o
direcionamento da proteina para o meio extracelular através do peptideo sinal. Neste
trabalho utilizamos como peptideo sinal a regido “pré-pro” do fator a de S. cerevisiae,
que ¢ classificado como um sinal pds-traducdo, onde a pré-proteina ¢ totalmente
sintetizada antes de ser transportada para o RE. Tal fato pode se tornar um problema para
algumas proteinas, visto que os polipeptideos recém-sintetizados precisam permanecer
ndo-dobrados ou dobrados parcialmente antes do transporte através do RE, porém ¢
possivel que alguns polipeptideos se agreguem ou se dobrem em seu estado nativo, o que
impede o reconhecimento pelo peptideo sinal e transporte da proteina (DAMASCENO et
al., 2012). Sendo assim, acreditamos que diversos eventos como estes podem ter
influenciado a ndo expressao das proteinas propostas em P. pastoris.

Diante disso, transferimos a expressao das proteinas gDE7E6 HPV-16 e gDE7E6
HPV-18 para células de mamifero. As células de mamifero ja foram utilizadas para
expressao da gD-HSV-2 (COHEN et al., 1988; STRAUS et al., 1993; DEL CAMPO et
al., 2010; QI et al., 2015;) e gD-HSV-1 (COHEN et al., 1988; ARII et al., 2016). Além

disso, este sistema ja foi utilizado para expressao de glicoproteinas dos virus HTLV1,
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HIV-1 e Hepatite C (PENTEADO et al., 2006; BOTTI et al., 2011; CHUNG et al., 2014).
Particularmente, as células HEK293T sdao o sistema de escolha para produgdo
de proteinas recombinantes em quantidades significativas, por apresentar alta eficiéncia
de transfeccdo, podendo obter proteina recombinante de forma rapida através de
transfeccao transitoria. Além disso, se tornou economicamente viavel através da
descoberta do PEI, utilizado para transfeccao (ARICESCU & OWENS, 2013). Porém por
se tratar de transfecgdo transitoria, os niveis de producdo podem variar de cultivo para
cultivo.

As células HEK239T sao cultivadas na presenca de SFB, que contém uma grande
variedade de nutrientes, hormonios, fatores de crescimento, proteinas carreadoras e
metabolitos que suprem o crescimento celular (RITACCO et al., 2018). No entanto,
existem algumas desvantagens na suplementacdo da cultura celular com soro, que
incluem composicao variada, risco de contaminagdo por virus e bactéria, aspectos
regulatorios relacionados ao uso de compostos de origem animal, e principalmente a
dificuldade na purificacdo da proteina recombinante, visto que a grande concentragdo de
proteinas no SFB pode atrapalhar a intera¢do e afinidade da proteina de interesse pela
coluna (CONTE et al., 2017).

Neste contexto, uma alternativa que adotamos neste trabalho, foi a adaptagdo da
célula HEK293T a meio livre de soro, simplificando os processos downstream. Existem
diversos protocolos para adaptagdo das células, todos empregam um processo gradual de
diminui¢ao da concentracdo de soro, até total retirada. As células em adaptagdo precisam
apresentar crescimento logaritmico e viabilidade acima de 90% até que a condicdo 100%
livre de soro seja atingida (VAN DER VALK et al., 2010). A transi¢dao para meio livre
de soro pode levar a mudangas no crescimento celular. Neste trabalho, as células
HEK293T cultivadas a 95% SFM: 5% SFB e 100% SFM demonstraram presenga de
aglomerados celulares, esta alteragao morfologica ja foi descrita anteriormente, quando
células HEK293 foram cultivadas a 90% SFM (JALURIA et al., 2008). A presenca de
aglomerados celulares ¢ considerada um evento comum no processo de adaptacado, visto
que a formagdo de grumos ¢ um mecanismo de protecdo celular (HALDANKAR et al.,
1999). Sendo assim, decidimos ndo utilizar células HEK nestas condigdes, visto que tais
alteragdes morfologicas afetam a eficiéncia da transfeccdo e consequentemente na

producdo das proteinas recombinantes.
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Neste trabalho, células CHODG-44 em suspensdo foram utilizadas para
transfeccdo estavel de um vetor bicistronico, gerando uma populacdo mista de células
quanto a expressdo das proteinas de interesse. A utilizacdo de vetores bicistronicos
garante um controle preciso da expressdo da proteina de interesse, além de assegurar a
expressao associada ao marcador de selecdo (GURTU et al., 1996; KOH et al., 2013;
RAHIMPOUR et al., 2016). Apds a geracdo das populagdes mistas, as células foram
submetidas a amplificagdo gendmica com MTX na tentativa de aumentar os niveis de
expressao das proteinas de interesse. O MTX ¢ um inibidor da DHFR, e para superar esta
inibicao, as células aumentam o nimero de copias da DHFR no genoma (VORONINA et
al., 2016). Os genes da gDE7E6 HPV-16 ou gDE7E6 HPV-18 estao integrados no mesmo
locus genético da DHFR através do elemento IRES, e como resultado as células
aumentam o numero de copias do marcador e consequentemente do gene de interesse,
levando ao aumento da expressao. A amplificacao ¢ realizada através do aumento gradual
das concentragcdes de MTX para aumentar a pressao seletiva até que apenas células com
altas copias do gene de interesse sobrevivam (PRIOLA et al., 2016). Neste trabalho
utilizamos o MTX nas concentra¢des de 30 nM, 60 nM, 100 nM e 180 nM.

Ja foi descrito na literatura amplificagdes com concentragdes de MTX variando
de 5 nM até 5 uM (JUN et al., 2005; SHARBAF et al., 2013; METTA et al., 2016;
VORONINA et al., 2016; CHROMIKOVA et al., 2017), no entanto para atingir altas
concentragdes e garantir alta expressdo sdo necessarios varios rounds de amplificacdo,
processo que pode durar varios meses. Neste trabalho, notamos que a amplificacdo
genomica sO ocorreu até a concentracao de 100 nM de MTX, visto que em concentragdes
mais elevadas foi observada uma diminui¢do consideravel da expressao da proteina de
interesse. Fendmeno semelhante também foi observado por outros estudos empregando
concentragdes maiores de MTX, onde foi demonstrado que o aumento da pressao seletiva
exercida pelo MTX ndo esta associado com aumento da expressao da proteina de interesse
(KAUFMAN et al., 1985; PENDSE et al., 1992; FANN et al., 2000; KIM et al., 2001;
JUN et al., 2005; CHUSAINOW et al., 2009; JAZAYERI et al., 2017). Neste contexto,
em concentragdes elevadas de MTX as células podem sofrem mutagdes perdendo o gene
de interesse ou adquirirem resisténcia a0 MTX por mecanismos ndo relacionados ao
DHFR (CACCIATORE et al., 2010). Desde o estabelecimento das células de mamifero
como um sistema de expressdo, inimeras melhorias foram feitas para otimizar as

condi¢des de cultivo e aumentar a densidade celular por longos periodos, porém ainda



64
Discussdo

permanece como desafio aumentar os niveis de expressdao e produtividade (15-60
picogramas/célula/dia) para atender a demanda industrial (BROWNE & AL-RUBEAI,
2007).

Ap0s a geracao da populagdo mista, € necessario selecionar um clone que produza
a proteina de interesse em niveis adequados. Na teoria, todas as células dentro desta
populagdo sdo geneticamente e fenotipicamente similares, porém existe ainda grande
variabilidade nos niveis de crescimento e expressao, visto que ndo ¢ possivel garantir que
todas as células integraram no seu genoma a mesma propor¢do do gene de interesse
(BROWNE & AL-RUBEAI, 2007). Diferentes técnicas podem ser utilizadas com a
finalidade de isolar um clone, dependendo do tipo de célula. Como primeira tentativa,
utilizamos o método tradicional de dilui¢ao limitante, no entanto, com esta técnica nao
foi possivel isolar um clone. O processo de sele¢do através de diluicdo limitante €
dispendioso e pode levar at¢ 8 meses de selecdo, para garantir a clonalidade da célula.
Além disso, por se tratar de um método manual, existe a limitacdo de clones a serem
caracterizados a nivel de produ¢do da proteina, aumentando as chances de ndo encontrar
células altamente produtoras, devido ao baixo ntimero de clones avaliados (BROWNE &
AL-RUBEALI, 2007; PRIOLA et al., 2016).

A célula utilizada neste trabalho, CHODG-44 em suspensao, secreta a proteina de
interesse para o sobrenadante de cultura, sendo necessario uma forma de imobilizar as
células para formagdo do clone. No ClonePix, um sistema automatizado, as células sdo
imobilizadas em um meio semisolido e incubadas para formagao das colonias, a proteina
secretada pela célula ¢ retida pela viscosidade do meio e através de um anticorpo
especifico a proteina de interesse, ¢ possivel detectar a formacao de um halo fluorescente
resultado da ligacdo anticorpo/proteina. As coldnias que atendem aos parametros
estabelecidos pelo equipamento, sdo entdo escolhidas por um sistema de picking
robotizado e iniciado a expansiao (BROWNE & AL-RUBEAI, 2007; PRIOLA et al.,
2016). Visto que alguns clones formados ndo atendiam aos parametros do equipamento
quanto a fluorescéncia, selecionamos os clones formados no meio semiso6lido de forma
manual e fizemos o screnning por western blot, sendo possivel isolar um clone, reduzindo
o tempo gasto. Apds ensaio de citometria de fluxo, observamos que os niveis de produgao
do clone eram inferiores a populagao mista, possivelmente por nado ter sido isolado um

clone altamente produtor.
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E importante destacar que mesmo apods repetidos rounds de amplificacio
genoOmica e emprego de técnicas para selegdo de clones, a populagdo final selecionada
ndo ¢ inteiramente homogénea quanto a niveis de crescimento, producdo da proteina de
interesse e maxima densidade celular. A porcentagem de células que expressa a proteina
de interesse em niveis acima da média € considerada rara (0.0003%), possivelmente pela
associacao de alguns fatores como nivel de integragdo no genoma do hospedeiro, nimero
de copias do gene de interesse e stress associado ao processo de transfec¢do. Além disso,
para isolar tal populacdo seria necessario avaliar dezenas de milhares de clones, processo
que implica em enorme gasto de tempo e recursos (BROWNE & AL-RUBEALI, 2007;
CACCIATORE et al., 2010; POULAIN et al., 2019).
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6. CONCLUSOES

Demonstramos o emprego de 3 diferentes sistemas eucarioticos de
expressao para as proteinas gDE7E6 HPV-16, gDE7E6 HPV-18 ¢ E7
HPV-16, empregando inumeras metodologias a fim de atingir o objetivo
principal, gerar um antigeno de melhor qualidade;

O sistema de P. pastoris ndo foi adequado para expressdo das proteinas de
interesse;

Nossos resultados indicam que os sistemas de expressdo baseados em
células de mamifero sdo adequados para expressdo de proteinas virais e
podem ser manipulados para aumento da expressao;

Nao foi possivel realizar a adaptacao de células HEK293T a meio livre de
SOro;

Foi possivel realizar a geracao de populacdes mistas e clones produtores
das proteinas de interesse em células CHODG-44. Porém ainda se faz
necessario melhorias a fim de aumentar os niveis de producao e selecao de
clones altamente produtores;

Apesar disso, 0 objetivo principal do trabalho foi alcancado, expressar os

antigenos em sistema eucarioto.
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