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RESUMO

Mariz, F.C.Expressédo do Gene L1 de HPV-16 eichia pastoris Empregando Promotor
Indutivel Paox: € Promotor Constitutivo Prgk: Visando Desenvolvimento de um Sistema
para Producédo Vacinal

Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Expartal (LEMTE), UFPE.

Laboratério de Genética de Microrganismos, Depatdamnde Genética, UFPE.

A infeccdo persistente por tipos oncogénicos delédapvirus Humano (HPV) é necessaria
para o desenvolvimento do cancer cervical e pa@gnande porcentagem de outros tumores
anogenitais e orofaringeos. Desde que essas da@ngaomo agente etioldégico um virus, a
vacinacao profilatica representa uma intervencaatédaefetiva e logisticamente simples. A
proteina L1 do capsideo viral é capaz de arrarjaera particulas morfologicamente e
antigenicamente semelhantes ao virus denomindidas-like particles(VLPs), abordagem
esta utilizada pelas vacinas anti-HPV atualmentmiiadas. Apesar da eficacia comprovada,
a implementacdo dessas vacinas € um desafio d@vddsconhecida duragédo da protecao por
elas conferida, o elevado custo atrelado e a pbdaite de outros tipos virais carcinogénicos
emergirem. O sistema de expressdo basead®iehia pastoristem sido explorado para
producao de VLPs de HPV, mas os niveis de exprestitados tém sucesso variado e todos
os trabalhos empregam vetores comerciais baseadpsomotor induzivel do gendOX1
(Paox1)- No presente trabalho, avaliamos a producéo aeltriar da proteina L1 de HPV-16
em P. pastoris mediante utilizacdo dos sistemas baseados noopwotfox: € N0 promotor
constitutivo do gen®GK1 (Ppgki). Linhagens dé°. pastorisrecombinantes foram geradas
mediante eletroporacdo com o0s cassetes de expneB¥adAa-L1H16 e pPGKA3-L1H16.
Clones contendo mudltiplas copias de cada cassetenfselecionados por ensaios de
resisténcia & Zeociffa e triados quantos aos niveis de expressédo mediahay blottinge

Dot blotting utilizando anticorpo anti-L1 (CamWViy. Embora tenha se observado aparente
degradacédo e glicosilagdo da proteina L1, os sskstobtidos powestern blottinga partir
das inducdes em frasco revelaram que o sistemadimg® promotor #x1 apresentou
maiores niveis de expressao do que aquele baseagwomotor Roxi. A tentativa de
purificagdo da proteina L1 com resina de afinidselanostrou insatisfatéria, possivelmente
devido a problemas conformacionais na cauda dehmtidina. Esses resultados representam
analises preliminares passiveis de otimizacdo. @ntes de glicosilacdo precisam ser
confirmados por analises mais detalhadas. Metodsoglternativas para purificacdo das
VLPs estdo sendo avaliadas, bem como estratégiesltiled para minimizar a protedlise de
L1. O presente trabalho demonstra que o sistemacoéwercial baseado no promotor
constitutivo do gen®GK1 de P. pastorisrepresenta uma atrativa plataforma para producao
de VLPs de HPV com fins vacinais.

Palavras-chave HPV-16,Pichia pastoris, PGK1proteina L1VLPS vacina



ABSTRACT

Mariz, F.C.Expression of HPV16 L1 Gene inPichia pastoris Employing the Inducible
Promoter Paoxi and the Constitutive Promoter Rgk1 in Order to Develop a System for
Vaccinal Purposes

Laboratory of Molecular Studies and ExperimentagrBipy (LEMTE), UFPE.
Laboratory of Genetics of Microorganisms (LGM), ement f Genetics, UFPE.

Persistent infection with oncogenic Human papillemes (HPV) types is a necessary cause
of cervical cancer, as well as of a great percentaf other anogenital tumors and
oropharyngeal tumors. Since the main etiologicdiafdr these disease is a virus, prophylactic
vaccination offers a cheaper, logistically simpland more effective intervention than the
current strategy of prevention. The L1 major capsidtein self-assembles into virus-like
particles (VLPs), which are morphologically and iommogenically indistinguishable from
native virions, and represent the basis of theeetily licensed vaccines. Although the proven
efficacy, the introduction of a vaccination progr&ra challenge due to high costs, unknown
durability of the protection, and the potential faw oncogenic strains to emerge. Fiehia
pastorisexpression system have been explored for HPV Mdéyxtion, but variable levels
of expression were reported and all of the workpleyed commercial vectors based on the
inducible promoter of th&dOX1gene (Rox1). In the present work, we evaluate the HPV-16
L1 extracellular gene expression B pastoris through the AOX1 promoter and the
constitutive promoter of the gerfefGK1 (Prcki1). The recombinant strains were obtained
through electroporation with pPICZAL1H16 and pPGK3-L1H16 expression cassettes.
Multi-copy P. pastorisclones selected by Zeociferesistance were screened by Colony
blotting and Dot blotting with the monoclonal amtity anti-L1 (CamVif). Although
apparent L1 degradation and glycosylation were sk the Western blotting assay showed
that the PGK1 promoter presents higher expressuald than the AOX1 promoter after
baffled flasks induction. Purification of L1 protefrom supernatant culture with affinity resin
was unsatisfactory, probably due to conformatigorablems in the poly-his tag. These data
represent preliminary analysis, which are subjeabgtimization. Alternative methodologies
are under investigation for VLPs purification, aslMas cultivation techniques to minimize
the L1 proteolysis. This system based on constgutPGK1l promoter ofP. pastoris
represents an attractive platform for HPV VLPs picitbn for vaccinal purposes.

Keywords: HPV-16,Pichia pastoris, PGK1l.1 protein,VLPs vaccine
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1. INTRODUCAO

O cancer cervical, segundo tipo de cancer mais coem mulheres, € um problema
de saude publica responsavel pela morte de 274r0eres por ano: 86% desses Obitos
ocorrem nos paises em desenvolvimento. Quandsteerte, a infecgdo por tipos de HPV de
alto risco € o fator mais importante para a indudda@ancer cervical, além de relacionar-se
também com inuUmeros outros tipos de canceres. 8§l Breem especial, a cidade de Recife se
destacam mundialmente tanto pelo grande numeroadescdiagnosticados quanto pela
relevante variagdo na prevaléncia dos genotipesadds. Dentre os HPV de alto risco, os
genotipos 16 e 18 correspondem aos mais comumssiteiados ao cancer de colo uterino,
contribuindo com aproximadamente 70% dos caso®dmrhundo.

Apesar da gravidade e com excecao do cancer degoeéacer cervical € o tipo que
apresenta maior potencial de prevencéo e cura qudiagnosticado precocemente. Todavia,
0S programas de triagem nos paises em desenvotains&io ineficazes e, portanto, a
vacinacao profilatica representa uma satisfatdtearativa para reducdo massiva da doenca
através da prevencao da infeccdo pelo HPV. Atuakmenias vacinas baseadas\émis-like
Particlesde HPVs estdo disponiveis no mercado, oferecendseql00% de prote¢cdo contra
os tipos 6, 11, 16 e 18. No entanto, o elevadoocdsssas vacinas afeta diretamente a
disponibilidade das mesmas através de programasva@nacdo nos paises em
desenvolvimento. Além disso, essas vacinas na@imiam 30% dos demais HPVs de alto
risco. E razoavel, portanto, imaginar que a produggional de vacinas contra 0 HPV
poderia ndo somente diminuir os custos como tamigsmlver os problemas de demanda
regionais.

A expresséao e purificacdo de VLPs de HPV-16 Renpastorisforam demonstradas
recentemente, mas todos os trabalhos exploramemgiat do promotor induzivelaBx.. O
promotor constitutivo fx1 de P. pastorisfoi recentemente isolado e caracterizado por
nossos colaboradores, demonstrando niveis de efpresuperiores adOX1 mediante
emprego de um vetor ndo comercial gerado.

No presente trabalho, relatamos a construcdo de gérde HPV 16 sintético com
cédons otimizados para expressao Rnpastorise a posterior clonagem deste em vetores
integrativos pPICd e pPGKA3. Os cassetes de expressao obtidos foram empeegads
producao de linhagens recombinante®dpastoris as quais foram inicialmente triadas para

18
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selecdo de clones contendo multiplas copias de cadsete. Clones triados pGolony
blotting e Dot blotting foram empregados em ensaios de producdo da @moedombinante
L1 a partir de frasco. As analises piestern blottingevidenciaram a producéo da proteina
viral, mas o produto recombinante parece estaogjlado. Embora analises mais detalhadas
sejam necessarias, sugerimos que o sistema baseamomotor constitutivo gk, mostrou
niveis de expressao superiores aquele do prommatozivel Rox;.

Estes resultados apontam o sistema baseado no tprodm genePGK1 de Pichia
pastoris como uma atrativa plataforma biotecnolégica pamedpcdo de VLPs de HPV,
visando o desenvolvimento de abordagens vacinass ajgndam as demandas regionais.
Estudos para otimizacdo da producéo ja estdo seratmtados e tanto a obtencdo das VLPs

de HPV-16 quanto a funcionalidade imunoldgica dasnmas serdo analisadas em breve.

19
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O PAPILOMAVIRUS HUMANO

Os papilomavirus estdo dispersos entre os vedebm se diversificaram ao longo da
histéria evolutiva desse grupo (GOTTSCHILING, 2008&o virus etiologicamente
relacionados ao desenvolvimento de lesGes papitmaate tumores epiteliais (HOWLEY &
LOWY, 2001) atravées da infeccdo do epitélio mucoso cutaneo. Essas lesdes
hiperproliferativas sdo geralmente benignas e acg#o € normalmente eliminada pela
resposta imune, a qual é direcionada contra am$geirais. Contudo, ocasionalmente as
lesbes ndo regridem e, sob a acdo de outros aedaapropriados, podem progredir para
cancer (ZUR HAUSEN, 2002; O'BRIEN & CAMPO, 2002).

Nesse ambito, destaca-se o poder oncogénico dtomapirus Humano (HPV), o
gual tem sido associado a diversos tipos de céhaermais intimamente ao carcinoma
cervical. Virtualmente, todos os casos de canasiaz estao ligados a infeccédo genital pelo
HPV e estima-se que mais de 50% das mulheres aeddoetidas pela infec¢cdo pelo menos
uma vez na vida (WHO, 2005; IARC, 2007).

2.1.1 Classificacao e estrutura viral

O HPV é um virus pertencente a famiPapillomaviridae e composto por um
capsideo ndo envelopado e icosaédrico. Seu gen@mBNAR dupla-fita circular com
aproximadamente 8000 pb (DE VILLIER& al, 2004; SCHEURERet al, 2005; ZUR
HAUSEN, 1991) apresenta 8 ORK3pen Reading Framesu Quadro Aberto de Leitura) e é
caracteristicamente dividido em 3 regides (figuraallonga regido de controle (LCRLeng
Control Regionou URR —Usptream Regulatory Regipnque corresponde de 7-11% do
conteldo e apresenta sequéncias reguladoras d&ricdo e replicacdo viral; a regido de
expressao precoce Edrly), abrangendo 50% do genoma, que codifica proteineslvidas
na transformacdao celular (E6, E7 e E5), na matoraigal e alteracdo da matriz celular (E4),
bem como na replicacao e transcricao do genomk(Eitee E2); a regido de expressao tardia
L (Late), que codifica duas proteinas estruturais L1 éAAVRE et al, 1997).
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Figura 1. O genoma do HPV-16 (7904 pb) estd demonstradm aom circulo preto, no qual os promotores
precoce (p97) e tardio (p670) estdo marcados pas.s&s seis ORFs de expressdo precoce estdoaniaeas
em verde e vermelho, enquanto as ORFs de expréemsiia estdo em amarelo. A LCR (7156-7184 pb) foi
destacada para visualizacdo dos sitios de ligagdh, &2 e a SP1, bem como o elemento TATA do promot
p97. Fonte: adaptado de Doorbar (2006).

Atualmente, cerca de 120 tipos de HPV foram des;ritom base nas sequéncias de
nucleotideos do gene L1 (figura 2) (BERNARD al, 2010). Além desta classificacao
filogenética, os tipos de HPV também podem serw@tdmmente agrupados, de acordo com o
tropismo tecidual, em cutadneos ou mucosotropic@3HEJRER et al, 2005) ou ainda
considerando seu potencial carcinogénico, sendm asssiderados de baixo, médio ou alto
risco (figura 3) (STANLEY, 2001).
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Figura 2. Arvore filogenética baseado nas sequéncias niidieas do gene L1 de 189 papilomavirus. Os
semicirculos externos identificam géneros de Pagaildrus. Os Papilomavirus Humanos pertencem a@@en
marcados em vermelhos. Fonte: adaptado de Beehat@2010).

Com base nas propriedades biolégicas e patolégasasipos de HPV podem ser
organizados ainda em géneros e espécies. Os duigpprs géneros de HPV séo o Alfa e o
Beta (figura 2), nos quais se encontram aproximadsen 90% dos tipos atualmente
caracterizados. Os tipos de HPV genitais perteragénero Alfa (MUNOZt al, 2006), ao
passo que aqueles pertencentes ao género Betapestfimrmente associados a infecgbes
cutaneas nao aparentes (embora nos individuos comppyometidos e nos pacientes com
epidermodisplasia verruciforme hereditaria, ess@asv possam estar associados ao
desenvolvimento de cancer de pele) (HARWOOD & PROB§02; PFISTER, 2003). Os
demais HPV pertencem a trés géneros (Gama, Mu e(fiduya 2) e geralmente causam

papilomas cutaneos que nao apresentam caraterémco@DE VILLIERSet al, 2004).
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Figura 3. llustracéo da classificacdo dos Papilomavirus &ham a partir do tropismo tecidual e do potencial
carcinogénico. Fonte: adaptado de Dexial (2008).

2.1.2 Biologia molecular da infeccdo e a carcinogése pelo HPV

A correlagdo entre HPV e o desenvolvimento de rasigpd foi detectada,
inicialmente, em canceres do trato anogenitaluindb cérvix, vulva, vagina, pénis e anus
(ZUR HAUSEN, 2002). Ademais, associam-se tambérRd alguns tipos de canceres nao
genitais, como de cabeca (SYRJANEN, 2005; WHO, p0O&®ingeo, esofagico, pulmonar
(MAMMAS et al, 2011; WHO, 2010) e de pele (STERLING, 2005).

O ciclo de infeccéo do PV é néo litico e estamsgcamente relacionado aos estagios
de diferenciacao das células epiteliais do hospedigura 4) (O'BRIEN & CAMPO, 2002).

A replicagdo viral ocorre nas camadas basais déliepescamoso estratificado da pele ou de
membranas mucosas, nas quais 0s virus tém aceasésatle microlesdes e/ou abrasdes
WOODMAN et al, 2007). Segundo o modelo atualmente propostogaréeccaadn vivo, a
ligacdo do PV a superficie das células epiteliameredida por eventos de interagdo com
receptores e enzimas especificas da membrana dgsadta (DAY & SCHILLER, 2009;
KINES et al, 2009). Essas interacdes modificam conformacineate a particula viral e

permitem sua associacdo com receptores das cbadass do epitélio (DAY & SCHILLER,
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2009; KINESet al, 2009). Uma vez no interior da célula hospedeiraxpressdo dos genes
virais ocorre através de um complexo padrdo detesesnvolvendo aplicing de RNA
precursor policistronico até RNA maduro (YANSBal, 1985; CAMPCet al, 1994).

Liberacao do
virus

Montagem/liberacio
s | do virns

Amplificacio
do genoma

Corneificado

Granular

u

Suprabasal

Manutengio do

-] genoma/proliferacio
- celular
3 2
I d |
Basal o s Manutencio do genoma
p97  p&TO pé70

Cutaneo Mucoso

Figura 4. Diagrama esquematico da expressdo génica do HPahtd infeccdo produtiva. A epiderme é
mostrada em cores, enquanto a derme esta em Aimziiferentes camadas celulares do epitélio esidicdadas

a esquerda. Células da epiderme expressando meesade ciclo celular sdo destacadas com nlcleos
vermelhos. Essa caracterizagdo presente nas cahifaa da camada basal é conseqiiéncia da infeogéie,v

em particular, da expressao dos oncogenes E6 & Efressdo das proteinas virais necessarias @alfeacao

do genoma ocorre nas células expressando E6 e 8, ativagdo do promotor p670 nas camadas mais
superficiais do epitélio (células em verde com edcém vermelho). Os genes L1 e L2 (em amarelo) séo
expressos a partir de um subconjunto de célulaaniada superficial contendo o DNA viral amplificaBonte:
adaptado de Doorbar (2006).

O primeiro estagio do ciclo viral na célula bagatadial consiste, caracteristicamente,
na estabilizacdo do genoma do HPV na forma epidsdfitura 5). Esse elemento
extracromossOmico é replicado de 50 a 100 vezaamente com o DNA hospedeiro e,
posteriormente, tem-se inicio a expressdo dos pom@enes virais E1 (helicase) e E2
(figura 4). As proteinas entdo codificadas formam ecomplexo e se ligam a origem de
replicacdo viral, recrutando a maquinaria celulacessaria, como polimerase e proteinas
acessorias (MOHRt al, 1990; FRATTINIet al, 1994; CONGERet al, 1999). A proteina E2
funciona, ainda, como um fator de transcricdo dbvau inibidor dos demais genes E, e tem

papel critico na segregacédo do epissomo viral @latas basais (DOORBAR, 2006).
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O segundo estagio do ciclo viral caracteriza-se @to nivel de expressdo de
proteinas ndo-estruturais (E4) e estruturais (L2)etodas corroborando para a formacao dos
virions e sua posterior liberacdo (figuras 4 e S5A)proteina E4 atua nesse sentido ao
promover o rompimento do citoesqueleto citoplastna(DOORBAR, 2006) e facilitar o
transporte das particulas virais. Neste momemahéa, as células infectadas migram para as
camadas mais superiores (sentido apical) do epitdim a finalidade de acompanhar o
programa de diferenciacdo dos queratindcitos, eriquas células-filhas infectadas que
permaneceram na camada basal se multiplicam e mame reservatorio de DNA viral
(figura 4 e 6A) (MCCANCE, 2005).

Nas ultimas duas décadas, as proteinas E6 e BN fxtensivamente estudadas na
carcinogénese cervical por apresentarem propriedami®ogénicas. A partir dessas
investigacdes, foram propostos dois modelos deaipbes com proteinas supressoras de
tumor, nos quais a proteina E6 interage com a ip@te53 e E7 se liga a proteina pRB,
inativando e degradando tais supressores (STORRY 1988; WERNES®t al, 1990). Uma
vez que a proteina p53 ndo desempenhe sua funguamthmente, a célula tem sua
capacidade de reparar danos no seu material gercgtmprometida, havendo aumento na
frequéncia de rearranjos, mutacdes e aneuploidi@JEDEN, 1993). Por sua vez, a
interferéncia na correta atuagdo da proteina pRBdwo ao estimulo inadequado da
progressao do ciclo celular das células infectd@#6NDAL, 2002). Importante salientar,
contudo, que esses dois mecanismos envolvendoi@snars E6 e E7 sdo apenas a base geral
para a investigacdo e compreensdo de outros evémjggados no desenvolvimento
carcinogénico (SOUTHERN & HERRINGTON, 2000; TEWA®Ial, 2000).

Em lesOes cervicais de alto grau e cancer, o DNAsemal do HPV apresenta-se
integrado ao cromossomo do hospedeiro devido agd#im na regido entre E1/E2, com
consequente perda destes genes (figura 5) (MOTOYAd#lAal, 2004). Isso resulta no
descontrole da expresséo dos oncogenes E6 e EX4amupe E2 atua inibindo a transcricao
dos mesmos, e consequente malignizacdo das célullsmacao de tumor (BOSCeét al,
1992; DOORBAR, 2006).

De maneira semelhante, foi verificado que a ondepra E5 de HPV-16 tem
capacidade de transformacdao por estar implicadaathaacdo de receptores, fatores
transcricionais e vias de transducdo de sinal imlados ao crescimento, diferenciacéo e

divisdo celular. Outras evidéncias sugerem, taml@mnegulacdo negativa da expressédo do
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supressor de tumor p21, promovendo a proliferaghdar (COFFER & KRUIJER, 1995;
LEWIS et al, 1998; TSAI & CHEN, 2003; TSA@t al, 1996). Por outro lado, ja foi relatado
gue em alguns casos de cancer cervical, observauwskcdo do gene E5, sugerindo que seu
papel ndo deva ser essencial para a manutencdogkasia maligna nas células infectadas.
No entanto, a sua participacdo na transformacatecelcorre nos estagios iniciais da doenca
(DIMAIO & MATTON, 2001).

As lesbes causadas em decorréncia da infeccadipdloe consequente expressao de
suas proteinas transformantes podem ser classificadguindo critérios histolégicos e com
base no aspecto morfolégico atipico e progressi® cklulas epiteliais, em neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) do tipo 1, 2 e &)(fra 6B e 6). A NIC-1 (ou displasia de baixo
grau) € a manifestacdo mais comum e branda dacé@deaguda pelo HPV, tendendo a
regredir naturalmente no organismo. Uma pequern@opzéo de infeccdes resulta em NIC 2 e
3 (displasia de médio ou alto grau, respectivameasequais raramente apresentam carater de
regressdao e, quando nado tratadas, frequentemermtgridem para cancer cervical
(MOSCICKI et al, 2006; BRYAN, 2007).
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Figura 6. llustracdo da evolucéo da lesé@o cervical prégnalia cancer invasivoA] Mudangas nos padrdes de
expresséo génica viral que acompanham a progrdsséncer cervical: no estagio NIC 1, a ordem destes

€ geralmente similar aquelas observadas nas Ipsddstivas; nos estagios NIC 2 e 3, os eventososgho
menos pronunciados, com a formacado dos virionsdideos se tornando mais restrita as camadas gigisrfa
integracdo do DNA viral ao genoma celular exacertsaperexpressdo dos oncogenes virais e tantdaggoes
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produtivos quanto o epissoma viral sao perdid®sEsquema do colo uterino durante os estagios agrgssao
até cancer cervical. Fonte: adaptado de Doorb@®6)28 NMA (2007).

2.1.3 Epidemiologia do cancer cervical

Embora a infeccéo pelo HPV esteja associada amdasenento de outras doencas,
0 cancer cervical € sem duvida o mais grave acoreatd deste virus em termos de saude
publica. Todo ano, cerca de 500.000 mulheres debmm cancer de cérvice uterina e
274.000 vao a obito em decorréncia dessa doenghgemndo uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 55%. Mais de 80% desses Obitosemearos paises em desenvolvimento,
onde os programas de controle e prevencdo do céecacal sao ineficazes ou inexistentes
(figura 7) (WHO, 2010).
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Figura 7. Incidéncia mundial do céncer cervicah)(Taxa de incidéncia anual do cancer cervical @aca
100,000 mulheres), padronizada por ida@. {axa de incidéncia anual do cancer cervical mmtinente (a
cada 100,000). Fonte: adaptado de WHO, 2010.

Mundialmente, o cancer de colo uterino afeta emaate 1,4 milhdes de mulheres,
sendo observadas as maiores taxas de incidéndirina e América Latina (figura 7), ao
passo que a india apresenta o maior nimero de 28%3 (WHO, 2010). Segundo dados do
INCA (2009), a incidéncia de cancer cervical eviarse na faixa etaria de 20-29 anos e 0
risco aumenta rapidamente até atingir seu pic@lmente na faixa etaria de 45-54 anos para
0s paises desenvolvidos e de 55-64 anos para ageeledesenvolvimento; nos paises

desenvolvidos, a sobrevida média estimada em einos varia de 51% a 66%; nos paises em
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desenvolvimento, onde os casos sdo encontradosstdos relativamente avancados, a
sobrevida média € menor, cerca de 40% apdés cines; anmédia mundial é estimada em
49%.

Na América do Sul, o Brasil apresenta uma incidérae 24,5 casos de cancer
cervical, sendo responsavel por 51% dos 47.881scesgistrados em 2010 (figura 8A)
(WHO, 2010). De acordo com o Ministério da Saud€ANe sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de colo uterino émde cancer mais incidente na Regido
Norte (23/100.000), o segundo nas Regides CentsteO¢20/100.000) e Nordeste
(18/100.000) e o terceiro nas Regides Sul (21/00).8 Sudeste (16/100.000) (INCA, 2009).
No ano de 2007, os Estados de Mato Grosso, GoMsate Grosso do Sul lideraram as
estatisticas de incidéncia, ficando Pernambucoasexta maior taxa verificada; em 2008, as
taxas de mortalidade mais elevadas foram registradaAmazonas, Roraima e Maranhao
(figura 8B) (INCA, 2009). Segundo estimativas daCN para 2010, Pernambuco é o sexto
estado brasileiro com maior nimero de novos casasadcer cervical, ficando atras apenas
da Bahia na Regido Nordeste. Durante a década 8@ Fcife relatou a maior taxa de
incidéncia de cancer do colo uterino no mundo (@32000) (ALEIXO NETO, 1991).
Embora essa taxa tenha diminuido substancialmesgedentdo, ainda se trata de uma das
mais elevadas no Brasil (22,5/100.000) (INCA, 2009)
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O principal fator de risco para o desenvolvimenéocdncer cervical € a infeccao
persistente pelo HPV, segundo a OMS (WHO, 201(tafse, portanto, do primeiro cancer
associado a uma infecgdo (BOS€tHal, 2002). No entanto, SGo necessarios Varios aaras p
que o cancer cervical se estabeleca a partir agéd pelo HPV. O monitoramente da
cérvice uterina e a remocao de lesdes pré-malignasm resultar na diminuicdo substancial
da taxa de mortalidade notificada em todo mundoa B30, € necessario o estabelecimento
de programas de triagem eficazes, 0 que nao oaatiefatoriamente nos paises em
desenvolvimento (HANUMANTHA RACet al, 2011).

No Brasil, os programas de prevencdo contra o carewical estdo vastamente
disponibilizados e a cobertura auto-relatada de teapanicolau esta geralmente adequada as
condicbes. O declinio nas taxas de mortalidadec@ncer de colo do utero, observado nas
duas Uultimas décadas, ocorreu paralelamente comelhoria nas praticas de triagem
introduzidas na década de 1980 e refinadas de€Be(MCA, 2002). De 2003 a 2008, a taxa
de frequéncia das mulheres com idade entre 25am&$, as quais reportaram a realizacao de
pelo menos um teste Papanicolau nos ultimos trés, aubiu de 25% para 84,6% (IBGE,
2010). Todavia, esses dados apresentam ampla &@rik; acordo com o0s niveis de renda.
Ademais, nas areas rurais das Regifes Norte e dterdes taxas de mortalidade ainda estéo
aumentando. Infelizmente, de uma maneira geralc@éncia do cancer cervical ainda é
muito elevada no Brasil, com taxas proximas aquekis elevadas, relatadas em paises como
Peru e algumas nacdes africanas (AYRES & AZEVEDSIIE/A, in press).

Os tipos de HPV de baixo risco mais frequentement®ntrados sao o HPV-6 e o

HPV-11, os quais contribuem com mais de 90% dasigas genitais benignasophdyloma
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acuminatd (MUNOZ et al, 2003). Apesar de ndo serem os Unicos classificadmo de alto
risco, os HPV-16 e -18 sdo 0s maiores responsedis desenvolvimento de canceres de
mucosa. Somente o HPV-16 esta relacionado a 50e@3casos de cancer cervical e, junto
com o HPV-18, totalizam mais de 70% dos casos nais(EMITHet al, 2007; CLIFFORD

et al, 2003; MUNOZ et al, 2003). Apenas na Indonésia o HPV-18 mostrou-sés m
frequentemente associado ao cancer cervical do ¢iV-16 (SILVAet al, 2006). Os tipos
-31 e -45 contribuem com 4% cada, enquanto os detipais -33, -52 e -58 contribuem com
2% cada um (IARC, 2005).

O Brasil ndo apresenta dados estatisticos clarasto@ prevaléncia da infeccédo pelo
HPV na populagdo sexualmente ativa de diversosd&stee Regibes, nem dados
demonstrativos sobre a vacinacéo. Entretanto, vé&abalhos confirmam a maior prevaléncia
do HPV-16 em todas as regifes brasileiras e demaomsjue o0 segundo gendétipo mais
importante difere de acordo com a regido. Os HB¥st31 e -33 sdo mais encontrados que o
tipo -18 nas regides Nordeste e Centro-Oeste, angueas regides Norte, Sudeste e Sul, o
HPV-18 mostra-se como o segundo mais prevalentdR@IXHA et al, 1999; LORENZATO
et al 2000; BOSCHet al, 1995; SILVAet al, 2006; BALDEZ DA SILVAet al,, 2009).

Dados recentemente publicados pelo nosso grupaesnggue, em Recife, além do
HPV-31 (15,49%) apresentar uma incidéncia maiorqde o HPV-18 (2,82%), o qual
apresenta a mesma incidéncia do HPV-33, verifieguambém, uma elevada percentagem
de infec¢cdes simultaneas entre HPV-16/-31 (70,68%ntre HPV-16/-33 (18,66%). Além
disso, as mulheres infectadas pelo HPV-31 apresentéesdes de alto grau com maior
frequéncia quando comparadas com as lesfes de draixpao contrario do que se observou
nas mulheres infectadas por HPV-16. Por fim, exdttense que, quando a infec¢cdo do HPV-
16 combinava-se com a do HPV-31, as lesdes tendiaer mais severas. Esses resultados
provocam a discussdo sobre a necessidade de sevalgse programas de vacinacao

ajustados a prevaléncia viral de cada Regido (BALDR SILVA et al, 2009).
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2.2 O CAPSIDEO VIRAL: PROTEINA L1

O virion de HPV apresenta morfologia e estrutursstantes, independente do sitio ou
tipo da lesdo. O virus é constituido por um capsidesaédrico ndo envelopado, com
diametro entre 55 e 60 nandomet{@AKER et al, 1991; MODISet al, 2002; XUet al,
2006). Por sua vez, este capsideo é formado poc@fifs da proteina L1 organizadas em 72
pentameros (ou capsémeros) e, provavelmente, lidscdp proteina L2 (figura 9). Dessa
maneira, a proteina L1, que possui massa moleemte 54 e 58 kDa e cerca de 500
aminoacidos (aa), compde aproximadamente 90% dsd=pviral, estando associada com a
proteina L2, a qual tem massa molecular entre B3kbDa e 469 aa (DA SILVAt al, 2001;
BELNAP et al, 1996; CHENet al., 2000).

Figura 9. O capsideo viral e a proteina LE)(Eletromicrografia de transmissao (TEM) coloridawirions do
HPV; (B) Modelo atdbmico proposto para o capsideo do HRY; A formacdo e associacdo dos capsdmeros
estdo destacadas através da coloracdo diferemsiahdndmeros de L1. Fonte: adaptado de Sciencédininaty
(2011) e Modist al (2002).

Evidéncias bioquimicas sugerem que a estabilizdQamapsideo viral € dependente de
pontes dissulfeto (SAP&t al, 1995; FLIGGEet al, 2001; Llet al.,1998; SAPRet al.,1998).
Segundo o modelo proposto por Modtsal (2002), as interacdes interpentaméricas ocorrem
através da porcdo C-terminal de L1, que invade mépgero adjacente para efetivar a
estabilizacdo do capsideo (figura 10B). Na estautuistalografica da proteina L1 de quatro
tipos de HPV (-11, -16, -18 e -35) proposta pohByset al. (2007), essa invasdo ocorre em
estruturas ocas formadas no centro de cada pemmamer

Os mondmeros de L1 contém pitas, 6 loops e S-hélices (h1-h5) (XUet al,

2006) (figura 10A). Asu-hélices h2, h3 e h5, dispostas proximas a porgéarrainal, sdo
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fundamentais para o dobramento de L1 e conseqimmt@cédo do pentamero, enquanto h4
(também disposta proxima a regido C-terminal) é&@sgindivel para montagem do capsideo
viral devido a sua atuacao na interacao entre mEuperos adjacentes (figura 10C) (Biskebp
al., 2007). Odoopsda proteina L1, por sua vez, estendem-se em digega@perficie externa
do capsideo e suas sequéncias sdo muito variawessas diferentes tipos de papilomavirus
(CHENZ et al, 2000).

Particularmente para o HPV, estudos de mutagénese ddminios deloops
hipervariaveis em HPV-11 (LUDMERERt al, 2000) e HPV-6 (MCCLEMENTSt al,
2001) revelaram que varios epitopos neutralizaestdo localizado nessa regido (¥Ual,
2006). Embora os arranjos deskegpssejam similares entre quatro tipos de HPV (-1&, -1
18 e -35), uma diferenca estrutural minimaouap de um epitopo € suficiente para romper a
ligacdo anticorpo-epitopo (BISHO& al, 2007). Assim, apesar da grande homologia na
sequéncia da proteina L1 entre os diferentes tg@wdHPV e a conservacdo geral dos
pentameros, detalhes estruturaidatip na superficie pentamérica sdo amplamente diferente
devido as mudancas na composicdo aminoacidica,uais gado apenas modificam sua
composicao como também alteram a antigenicidade gerficie viral. Essas sédo, portanto, as

bases moleculares para a especificidade dos gmiEoeutralizantes para o HPV.
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secundarios estdo marcados, onde as letras Bebpormdem af-fitas e as designagdes hl-h5 correspondem as
cinco a-hélices. Osloops entre asp-fitas séo indicados pela designagdo B-C, C-D, @¢.Representacéo
esquematica do rearranjo conformacional necespar@a que a por¢do C-terminal de L1 invada o pentame
adjacente para efetivar a estabilizagdo do capstlewés de pontes dissulfet)(llustracdo das interacdes
intercapsompéricas na superficie do capsideo \argartir do modelo proposto por Modis al (2002). No
centro, é possivel visualizar um pentdmero no gadh monémero de L1 esta pintado de uma cor ditepara
demonstrar o entrelacamento dospsda superficie entre os varios pentameros. Fodaptado de Modist al
(2002) e Chemrt al (2000).

Apesar de ser encontrada em menor quantidade, taifgoL2 desempenha papel
fundamental para a morfogénese viral e para o @s@mento da infeccdo pelo
papilomavirus (FAYet al, 2004; RODENet al, 1996). Além de se ligar ao DNA do virus,
favorecendo o encapsidamento do seu genoma dusafdee produtiva, a proteina L2 é
essencial para a infeccdo viral apos a ligacaoirianva superficie celular, bem como para o
carregamento do DNA viral até o interior do nuatetular durante a fase inicial de infeccéo.
Sendo assim, L2 atua como um adaptador entre o Bdpapilomavirus e a maquinaria
celular responsavel pelo transporte até o nuclay (€t al, 2004).

Os estudos de Liu e colaboradores (1997) demoastirgue os primeiros 60 aa de L2

sdo altamente conservados e localizam-se dentoapkideo formado por L1, ligando-se ao
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DNA viral; os 63 aa seguintes (do aa 61 ao aa &2@o expostos na superficie do virus e
esta sequéncia é menos conservada entre os difepapilomavirus, ditando a neutralizacao
especifica por anticorpos; a por¢cdo C-terminalargstlocaliza-se internamente, sem funcéo
reconhecida até o momento (figura 11). Para quecapsidamento do material genético viral
ocorra pela acdo da proteina L2, as histonas cetulzondensam o genoma DNA circular
dupla-hélice como um minicromossomo (HOWLEY, 199&DIS et al, 2002).

Figura 11. Modelo da interagdo entre a proteina L2, pentasnée L1 e o DNA viral do HPV. As proteinas L1 e
L2 estdo indicadas nas cores vermelhas e verdeatsmmente, enquanto o DNA esté localizado nérceata
estrutura esquematizada. Fonte: éfwal (1997).

Além da reconhecida funcéo estrutural, a contriiuige L1 e L2 para a infeccao foi
recentemente investigada e revisada (DAY & SCHILLE2R09; KINESet al, 2009). Os
estudos desenvolvidos em modelos animais por Kireegaboradores (2009) revelaram que a
ligac@o dos virions a superficie das células egisetiepende de uma interacdo inicial com a
membrana basal exposta por microlesdes. ApOs saeellig a proteoglicanos de heparan
sulfato na membrana basal, a conformacao estrutarahpsideo viral € modificada e expde
sitios de clivagem para furina (um modelo de prigina convertase). Uma vez ocorrendo a
clivagem, os epitopos de neutralizagdo cruzada 2lsdo expostos e uma nova mudanca
conformacional acontece no capsideo viral, perdutigue o virion seja transferido para

receptores de outros tipos presentes nas céluitediaap. Essa transferéncia provavelmente
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ocorre durante a migracdo das células epitelidisesa membrana basal para cicatrizar a
microlesédo (DAY & SCHILLER, 2009; KINE®t al, 2009).

- =
E pitélio
estratificado -
€SCaImoso &
Membrana ®
basal

Derme

Figura 12. Modelo da infec¢am vivo pelo papilomavirus. O virion interage inicialmeaten proteoglicanos de
heparan sulfato presentes na membrana basal expostepitélio. Essa interacdo causa uma mudanca
conformacional no capsideo viral e expde sitioslidagem para furina, (ou outra proproteina corase}. Nova
mudanca conformacional ocorre com a clivagem, edpa@pitopos de neutralizacdo cruzada de L2 e pachit

a interacdo do virion com a superficie das célafateliais. PC: proproteina convertase. Adaptad®dg &
Schiller (2009).

2.3 VACINAS E VLPs

Variados estudos baseados em modelos animais dearans que a imunidade
humoral exerce papel central na protecéo contrapdgmavirus (BREITBURDet al, 1995;
KIRNBAUER, 1996). Essa resposta € resultado dayp@al de anticorpos neutralizantes
dirigidos contra epitopos conformacionais da pratelil (DILLNER, 1999) e somente é
estimulada quando a referida proteina capsidialieglgsua forma terciaria ou nativa,
estruturada como um multimero (DILLNER, 1999; STARM, 2006).

O desenvolvimento de vacinas contra o HPV medigtigcas convencionais, como a
geracdo de particulas virais inativadas ou atersjadaatualmente inviavel devido a
complexidade em mimetizar a diferenciacdo do epiw@s$tratificado em cultura de células
(STANLEY, 2001), o que dificulta o estabelecimemt® um sistema em laboratorio para
propagacao de particulas virais em larga escalaJMXA et al, 2001). Todavia, as técnicas
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de engenharia genética desenvolvidas nas Ultimeaddé sdo capazes de contornar esse
problema através da producéo de subunidades reosnbinantes (MUNOZt al, 2004).

Diferentes estratégias para o desenvolvimentoadeas contra o papilomavirus tém
sido investigadas por varios centros de pesquidas das abordagens biotecnoldgicas mais
atrativas é a producédo de particulas semelhanteslwao{irus-like Particles VLPSs) a partir
de sistemas heterdlogos de expressdo. As VLPs ferdemsivamente descritas em células
infectadas pelo virus da hepatite B, o qual € caleaproduzir particulas vazias compostas
apenas pelo antigeno de superficie (HBsAg) (BAYERL, 1968). Embora ndo apresentem
material genético viral, essas particulas sdo espde penetrar no interior das células alvo e
acredita-se que sejam liberadas das células idfesf@ara induzir uma resposta imunolégica
no hospedeiro. As VLPs néo séo infecciosas ou @mogs, ja que nao possuem DNA viral,
e por serem morfologicamente indistinguiveis dadiqdas virais nativas, induzem a
producdo de altos niveis de anticorpos neutrakzasistémicos e de mucosa (L&Y al,
1998), podendo ser empregadas como agentes imteszddesde que Bayet al (1968)
isolaram e caracterizaram essas particulas petaepa vez, o conhecimento rapido e
crescente de suas estrutura e funcdes, combinadoasopotencialidades da engenharia
genética, demonstrou multiplas oportunidades paexporacdo das VLPs em diferentes
campos da biologia molecular (LUDWIG & WAGNER, 200Dentre elas estdo, por
exemplo, as VLPs quiméricas (cVLPs) que combinantotaefeitos profilaticos quanto
terapéuticos (DA SILVAet al, 2001).

Kirnbaueret al (1992) demonstraram que pentameros de L1 tinhgropriedade
intrinseca de se auto montarem em VLPs, as quais Enunogenicamente semelhantes as
particulas virais. A eficiéncia das VLPs na indudgaaesposta imune e prevencao da infecgédo
por papilomavirus foi primeiramente avaliada em ehosl animais, como cachorro, coelho e
bovino — COPV (Papilomavirus oral canin&@Ganine oral Papillomvirug CRPV
(Papilomavirus do coelhocottantail, Cottontail Rabit Papillomavirhjse BPV -4
(Papilomavirus Bovino tipo 4Bovine Papillomavirus type)4respectivamente (CAMPO,
2002). Quase 15 anos depois dos trabalhos de Kienlea al (1992), em 2006 a primeira
vacina profilatica quadrivalente contra os HPV-HL,--16 e -18 (Gargas¥), desenvolvida
pela Merck Pharmaceuticals, foi aprovada pelo FB#&of and Drug Administration
(MERCK & CO, 2006). No ano seguinte, outra vacinafitica, dessa vez bivalente contra
os HPV-16 e -18 (CervariX), produzida pela GlaxoSmithKline Biologicals tambdoi
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aprovada pelo FDA (GLAXOSMITHKLINE, 2007). Ambas @acinas, compostas por VLPs
da proteina L1, sdo administradas intramusculamnamsultando em rapido acesso aos
linfonodos locais e evitando, assim, as estratéggasuga do sistema imune que ocorrem
durante o ciclo infeccioso intraepitelial. Aléem sbs as VLPs sédo altamente imunogénicas,
ativando respostas imunes inatas e adaptativas AR et al, 2009), e possuem efeitos
auto-adjuvantes devido ao fato de serem facilmé&agecitadas pelas células dendriticas e
processadas para apresentacdo pelo MHC (Complexor Ma Histocompatibilidade) de
classe Il (FIFISt al, 2004; GAMVRELLISet al, 2004).

Embora a liberagdo dessas vacinas profilaticasi@@ado represente grande avanco
nas estratégias de protecdo contra o cancer deitesloo, o custo proibitivo das mesmas (R$
300 a dose, sendo necessarias trés doses) imped#rsducao nos programas de vacinacao
em massa dos paises em desenvolvimento, os mafetados por essa doenca (PATH, 2007;
HAKIM & DINH, 2009). Considerando ainda que ambasvacinas ndo contemplem outros
tipos virais carcinogénicos, responsaveis por ceed80% dos casos de cancer cervical,
varias tentativas tém sido realizadas no intuito ekldabelecer outras plataformas
biotecnoldgicas para producédo de VLPs de HPV (HAMDMHA RAO et al, 2011).

2.4 SISTEMAS HETEROLOGOS DE EXPRESSAO PARA PRODUGAODE VLPs DE
HPV

A demanda global por proteinas recombinantes temcskerado continuamente nas
Gltimas duas décadas. Essas proteinas recombinast@as relacionadas a uma grande
abrangéncia de aplicagfes, incluindo vacinas egasdintos para animais e seres humanos,
enzimas industriais e componentes de nanopartipalas diversas aplicacdes (LIGD al.,
2008). Considerando o grande valor comercial atcek cada uma delas, a escolha de um
sistema de expressdo adequado, capaz de prodefiatemente a um baixo custo, torna-se
primordial (MACAULEY-PATRICK et al, 2005).

A vacina preventiva bivalente emprega células weeto Trichoplusia ni Hi5
infectadas com baculovirus recombinante) para pa@wide VLPs de HPV, enquanto a vacina
guadrivalente utiliza a levedui@accharomyces cerevisidlANUMANTHA RAO et al,
2011). Outros sistemas tém sido ou foram empregados geracdo de VLPs, os quais
envolvem células de mamiferos (NAKAUCE al, 2008), plantas (VARSANgt al, 2003;
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SANTI et al, 2006), células bacterianas (H@ al, 2009; AIRESet al, 2006) e insetos
(ZHOU et al, 1991; KIRNBAUEREet al, 1993, 1996). Cada um desses sistemas apresenta
potencialidades particulares no que tange as égiaat de obtencdo e de administracao
vacinal.

Dentre as varias opg¢Oes disponiveis, sistemasolmies que empregam leveduras e
bactérias sdo reconhecidamente os mais exploradesnecaracterizados. Embora as duas
alternativas oferecam a melhor relacdo custo-banefdbor atingirem altas densidades
celulares em meios de cultura baratos, a grandagam das leveduras sobre as bactérias € a
sua capacidade de realizar muitas das modificgu@gs$raducionais tipicamente associadas a
eucariotos superiores e necessarias para a atvidiadbgica de muitas proteinas. Estas
modificagdes incluem o processamento de sequésaiass, enovelamento, formacdo de
pontes dissulfeto, certos tipos de adicéo de bgiei glicosilacbes (MACAULEY-PATRICK
et al, 2005). Além disso, leveduras ndo sao pirogénieaspossuem genomas
comparativamente menores do que os de mamifepse simplifica as analises moleculares
e genéticas. Nos ultimos 15 anos, a leve®ichia pastorisfoi extensivamente utilizada para
producdo de proteinas de interesse académico echadbgico, configurando atualmente
como o segundo sistema de expressdo mais empragadoa bactéri&scherichia. coli a
qual ja vem sendo explorada a cerca de quatro dé¢@®HENet al, 1973). Enquanto o uso
de P. pastorisaumentou de 4% para 17% entre 1995-2009, o udb. @®li permaneceu

constante neste mesmo periodeRENSEN, 2010).

2.5 Pichia pastoris COMO SISTEMA PARA PRODUCAO DE PROTEINAS
HETEROLOGAS

Algumas espécies de leveduras pertencentes aasrogéransenula Candida
Torulopsise Pichia sdo capazes de crescer utilizando metanol conova fiomte de carbono e
energia. Essas leveduras, entdo, sdo denominadietndficas e constituem eficazes
sistemas de expressdo para um numero crescente plisac@es biotecnoldgicas
(GELLISSEN, 2000). Dentro desse restrito grupahia pastorisvem se destacando tanto
para pesquisa basica quanto para o uso industriage facilmente manipulada por métodos

convencionais de engenharia genética, atingir alfesis de expresséo protéica e elevada
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densidade celular, e por desfrutar do status GR2ehérally Recognised As SAR{€REGG
et al, 2001). Nesse contexto, varios farmacos aprovame FDA §ood and Drug
Administratior), incluindo a insulina (MELMER, 2005) e duas vasnrecombinantes,
desenvolvida contra o virus da hepatite B (CRE&% @I, 1987; ABRAHAM et al, 1999),
foram produzidos a partir d& pastoris

Os sistemas baseados em leveduras metilotrofi@asoferecem alguns obstaculos
geralmente encontrados nos sistemas baseadosS.emerevisiae 0s quais envolvem
instabilidade mitotica de linhagens recombinantes hiperglicosilacdes indesejaveis
(CEREGHINO & CREGG, 2000; DALY & HEARN, 2005). Acntrario do que se observa
para mamiferos, tant®. pastoriscomoS. cerevisiagealizam O- e N-glicosilagées do tipo
high manose. Contudo, a levedura metilotréfica apresentvantagem de nao realizar
hiperglicosila¢cdes nas proteinas secretadas. Aetardanho das cadeias de oligossacarideos
adicionadas pelR. pastoris(em média 8-14 residuos de manose) ser muito ntenque as
de S. cerevisiag(50-150 residuos de manose), os oligossacarideoB. dhastoris ndo
apresentam glicosilacbes nas posic@e$,3, as quais tornam muitas das proteinas
recombinantes produzidas em leveduras inviaveia pao farmacéutico, uma vez que Sao
hiper-antigénicas (CEREGHINO & CREGG, 2000; DALY &EARN, 2005).
Adicionalmente, como néao se trata de uma forte datadora, com®&. cerevisiago emprego
da levedura metilotréfica pode ser mais vantajomasiclerando que, em culturas sob alta
densidade, os produtos gerados pela fermentacdempadingir niveis toxicos (“efeito
Crabtree”) (TORRES & MORAES, 2002).

Vérias linhagens dB. pastorisestdo disponiveis para expressdo, bem como diésren
linhas de vetores, 0s quais proporcionam tantgeesgao intra quanto extracelular. Diversos
genes provenientes de diferentes organismos (kstéungos, invertebrados, plantas e
humanos) ja foram expressos nesta levedura (CEREGHE CREGG, 2000). Devido a
todos esses atrativos, o potenciaPdgastoristem sido investigado para producéao de VLPs
de HPV.

2.5.1 Metabolismo do metanol: o promotor induziveAOX1

As primeiras rea¢gfes do metabolismo metandlico phtancdo de energia ocorrem

dentro dos peroxissomos. Nessa organela, a enzidxadatalisa o primeiro passo na via de
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utilizagdo do metanol através da oxidacdo do metafarmaldeido e peroxido de hidrogénio
(DALY & HEARN, 2005). Em seguida, e ainda no pessdmo, o peroxido de hidrogénio é
degradado em agua e oxigénio pela acdo da AOX ajurto com a catalase. Dessa forma, o
peroxissomo encapsula e sequestra o peroxido degBitio, um composto toxico para
célula. Parte do formaldeido (produzido a partioxi@acdo do metanol) deixa o peroxissomo
e € oxidado a formato e dioxido de carbono por dehsdrogenases citoplasmaticas, reacdes
que proporcionam fonte de energia para o cresconetdlular (GELLISSEN &
HOLLENBERG, 1997). A porcao restante de formaldejde permanece no peroxissomo é
utilizada como precursora de constituintes celsldfgura 12). A AOX tem uma baixa
afinidade por oxigénio e, para contornar essa @aesta enzima é produzida em grandes
quantidades, chegando a representar mais de 3@¥nteido de proteinas sollveis totais nas
células cultivadas em metanol (CEREGHINO & CREG@®@ GELLISSENet al, 2005).

Levedura
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Figura 13. Metabolizacdo do metanol ei. pastoris 1. Alcool oxidase; 2. Catalase; 3. Formaldeido
desidrogenase; 4. Formato desidrogenase; 5. Déadrinna sintetase; 6. Deidroxiacetona quinaserutose-
bifosfato aldolase; 8. Frutose bifosfatase; 9. Fddeido redutase. Fonte: adaptada Ztetreg (2000) e Houard
et al(2002).

O genoma dé. pastoriscontém dois genes que codificam a alcool oxidagEx1e
AOX2 Muita embora as sequéncias codificantes destés gknes possuam 97% de
homologia, 0 gendOX1regula 85% da atividade da alcool oxidase, enguargeneAOX2
regula os 15% restantes. A expressao do €€l é controlada em nivel transcricional: em
células crescidas em metanol, aproximadamente 5%No poliA* provém do gen@&OX1,

ao passo que em células crescidas na ausénciataieome mensageirAOX1¢é indetectavel
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(CREGG et al, 2002). O promotor do gendOX1 é fortemente reprimido em células
cultivadas com glicose e outras fontes de carbenquanto é induzido em mais de 1000
vezes quando sdo cultivadas em meios contendo ohetamo Unica fonte de carbono
(CEREGHINO, 2002). Dois mecanismos envolvem a @egid do geneAOX1 um de
repressdo/desrepressdo e um mecanismo de indumd@antB, é importante salientar que a
auséncia de uma fonte de carbono repressora, & gticose, ndo resulta em substancial
transcricdo deAOX1 A presenca do metanol é essencial para inducaaltde niveis de
transcricdo (CEREGHINO & CREGG, 2000).

Trés fenotipos de utilizacdo do metanol estdo disgis para linhagens de.
pastoris de acordo com a sua habilidade para utilizagc&tadente de carbono. Linhagens
portadoras do fenétipo Mu{Methanolutilization plug possuem ambos os gen®®X1 e
AOX2 o que as torna muito sensiveis ao metanol, peseil crescimento na mesma taxa do
fenétipo selvagem e requer grandes quantidades etanoi para inducdo. As linhagens
portadoras do fendtipo Mut{Methanol utilization slow) possuem apenas o ged®©X
2intacto, enquanto o gemeOX1encontra-se interrompido. Desse modo, tanto @ionesto
quanto a producédo de proteina heterdloga € dependengene menos ativdOX2 para a
metabolizacdo do metanol. O resultado disso é estitnento mais lento e menor utilizagéo
de metanol. Essas linhagens, entdo, sao indicaalas gxpresséao intracelular da proteina
recombinante, pois possuem menores quantidadeszdaaAOX, 0 que proporciona maior
rendimento especifico (SREEKRISHN& al, 1997). Além disso, 0 crescimento lento em
metanol favorece o processamento adequado dasina®teneterdlogas em longas
fermentactes (CREG& al, 1987). A linhagem X-33 é MUttipo selvagem), a GS115 Mut
e His™ (his4) e a KM71H é Mute Arg” (aox1::ARG2 (DALY & HEARN, 2005). Uma vez
que linhagens Miindo sdo demasiadamente sensiveis ao metanol fer@semeio como as
linhagens Mut, o aumento na producdo pode ser atingido de formais facil. Por fim,
linhagens com o fenotipo MufMethanol utilization minug sdo deficientes em ambos os
genesAOX sendo inviaveis para o crescimento em metanolGQMNBLEY-PATRICK et al,
2005).
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2.5.2 Promotores alternativos para expressao

Além do promotor kox1, outros promotores tém sido investigados e podanmsis
adequados para expressao de certos tipos de pt&rpromotor i1 controla a expresséo
da enzima formaldeido desidrogenask¥1), envolvida no metabolismo do metanol. Trata-
se de um elemento forte e induzido tanto por métemmo Unica fonte de carbono (com a
amonia sendo a fonte de nitrogénio) quanto poogdiccomo Unica fonte de carbono (com a
metilamina como fonte de nitrogénio). Isso propmmei maior facilidade na expressédo de
proteinas heterdlogas uma vez que esta abordager@ dépendente apenas de um indutor
para producao (SHEBk al, 1998).

O promotor Rap controla a expressdo da enzima gliceraldeido{atims
desidrogenase (GAP) e também constitui uma aligentre de metanol por necessitar de
glicose como indutor. O emprego deste promotor tdatiso possibilita simultaneamente a
expressdo da proteina recombinante e o crescincehitar em meio contendo glicose, ao
contrario dos sistemas que utilizam gf Segundo Vassilevat al (2001), esse sistema
possibilita a obtencédo de niveis de expressédo bamtek ou até maiores do que aqueles que
empregam metanol como indutor. Alouleual (2006) relataram a obtencdo de 100-120mg/L
de lipase pancreéatica humana em 40 horas de indiitidando este promotor.

Outros dois promotores relatados na literatura, yeriP induzido por manitol e
construido a partir do genéPT1de uma GTPase envolvida na secrecao, eegRsPgue
controla a proteina da matriz peroxisomal, demarestn baixos niveis de expressao e, dessa

forma, ndo despertam maiores interesses por caiitoses (CREG@t al, 2000).

2.5.3 Metabolismo da glicose: o promotor constitwib Pegki

Embora o promotor Bx; seja utilizado com sucesso, existem circunstamaasjuais
ele ndo é adequado. A titulo de ilustragédo, o egmpde metanol para fermentacbes em larga
escala é inapropriado por se tratar de um compoaonavel, bem como para a producédo de
produtos alimenticios (CREGE& al, 2000). Esses aspectos tém forcado a investigagao
outros promotores em potencial.

O promotor do genBGK1tem sido empregado com sucesso na construcadateve
de expressao para diversas leveduras (GRARGH, 1996; MASUDAet al, 1994; DALL
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et al, 1996; FOURNIERet al, 1989) e fungos filamentosos (NARA al, 1993; TAKAYA

et al, 2004; VANHANENZet al, 1989). A enzima glicolitica 3-fosfogliceratoigase (PGK)
atua no metabolismo da glicose transferindo o gngmaio fosfato do 1,3-bifosfoglicerato
para o ADP, gerando ATP e 3-fosfoglicerato. Essaines, a qual € constitutivamente
expressa, também atua na via gliconeogénica e qamtesentar cerca de 5% do conteudo
protéico celular (HOLLAND & HOLLAND, 1978). Genesadia glicolitica entS. cerevisiae
sdo altamente expressos e suas enzimas correspesaenstituem cerca de 30-60% das
proteinas soluveis (BAKER, 1991).

O genePGK1deP. pastoris isolado e caracterizado por Almeiefaal (2005), possui
copia Unica no genoma e uma ORF de 1251 pb codificpara uma proteina de 416
aminoacidos. No promotorEBx; deP. pastorisforam identificados elementass regulatorios
também presentes em promotoregk?de outras leveduras. TATA boxfoi identificado na
posicdo -71 do ATG do ger®GK1 e o elementdeat shocKHSE) na posicao -425 a -440,
este Ultimo sendo responsavel pelo aumento dossmeemRNA quando a temperatura é
elevada (PIPERet al, 1988). A semelhanca do que se observaSercerevisiagoutras
sequéncias importantes encontradas neste prondmt@iteos de ligacdo para a proteina Gcr, a
qual é fundamental para a ativacéo de altos nélesigyenes da via glicolitica (DEMINOFF &
SATANGELO, 2001).

Nos experimentos desenvolvidos por Almegtaal (2005), quando células de.
pastorisforam cultivadas em meios contendo glicose, ologsese um aumento de duas vezes
nos niveis de mRNA da-amilase deBacillus subtilisclonado sob o controle deste promotor
constitutivo, em comparagdo com aqueles detectadbscrescimento em glicerol. Essas
caracteristicas despertam o interesse para empmlegpromotor Bgks na producdo de

proteinas recombinantes em larga escala (ALME#DAL, 2005).

2.5.4 Vetores de expressao pakR pastoris

Algumas caracteristicas sdo comuns a maioriaveétsres plasmidiais desenhados
para expressdo de proteinas heteréloga® epastoris sejam comerciais ou ndo. De uma
forma geral, esses vetores contém uma origem dieagfo bacteriana para manutencdo do
plasmidio, regibes especificas para recombinacagemmma da levedura e marcas para
selecdo em ambos os organismos (HIGGINS, 1998; GEREN, 2000; CEREGHINO &
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CREGG, 2000; TORRES & MORAES, 2002). Certas cartstteas adicionais servem como
ferramentas para funcbes especializadas. E o pas@xemplo, da utilizacdo bem sucedida
do sinala-mating factorde S. cerevisiaegodificante do peptideo pré-pré fatgrcuja funcao

é dirigir a secrecao da proteina recombinante (QREGCEREGUINO, 2001), e do emprego
de sequéncias especificas para isolamento e geda;@assetes com mudltiplas copias do
inserto por métodas vivo ein vitro (INVITROGEN, 2009).

O vetor comercial de expressao pPl@Zapresenta a sequéncia promotora do gene
AOX1e a sequiéncia de terminacdo da transcricaQ¥Xl (fragmento de aproximadamente 1
kb) (CEREGHINO & CREGG, 2000). Como caracteristid#erencial, este vetor
disponibiliza o peptideo sinal do fatarde S. cerevisiaep qual permite a clivagem da
proteina recombinante pela protease Kex2p presemeembrana do reticulo endoplasmatico
e sua posterior secrecao extracelular (CREGG & CHREO, 2001). Ademais, o pPICLA
apresenta duas sequéncias que possibilitam esasdiferentes de deteccdo e recuperacao
da proteina heteréloga produzida. A primeira detésre-se ao epitopo C-myc, cuja fuséo a
proteina recombinante permite a sua imunodetecg#o apticorpo anti-myc. A outra
sequéncia esta relacionada a cauda de poli-histi@xHis), cujo epitopo C-terminal
possibilita tanto a deteccdo através do anticorgpHis quanto a purificacdo da proteina
recombinante mediante cromatografia por afinidaG&LLISSEN, 2000; TORRES &
MORAES 2002; INVITROGEN, 2009). Por sua vez, oovetdo comercial de expressao
pPGKA3 possui os mesmos elementos de sinalizagdo panec8e extracelular e
deteccéo/recuperacdo presentes no p&|@Zas o promotor do ger®OX1 foi substituido
pelo promotor do geneGK1 (ALMEIDA et al, 2005).

Com relacdo as marcas de sele¢do, poucos genedesé@dtos para manipulacédo
genética da levedurd. pastoris Tanto os vetores pPl@Zquanto o pPGK3 apresentam o
gene Sh ble do Streptoalloteichus hindustanugkste pequeno gene (375 pb) confere
resisténcia a droga Zeociffa em E. coli, leveduras (incluindoP. pastori$ e outros
eucariotos, e possibilita a obtencédo de linhagmssuidoras de multiplas cépias do gene
exd6geno. Considerando o elevado custo atreladdizagdio da droga Zeociff, sobretudo
quando se vislumbra a producdo em larga escalafegetomerciais de outras linhas tém
disponibilizado marcas de selecdo alternativas,ocos1genes bacterianéan e amg, os
quais conferem resisténcia para os antibioticos e@@na (G418) e Ampicilina,

respectivamente (INVITROGEN, 2010). Adicionalmentegrcadores de prototrofia também
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tém sido explorados e, nesse sentido, as marcéartfilse aos genes da via biossintética
HIS4 de P. pastorise S. cerevisiaee ARG4 de S. cerevisiagHIGGINS et al, 1998;
INVITROGEN, 2010).

Tanto o vetor pPICZ& quanto o pPGK3 sao do tipo integrativo elacusespecifico
do genoma da levedura, originando transformantastigamente estaveis. A integracdo no
genoma se da via recombinacdo homologa, ja quetar gentém regides homologas ao
genoma deP. pastoris podendo ocorrer por insercdo ou substituicdo cgéfDALY &
HEARN, 2005). Especificamente para o vetor pPI@ZA transformacao de linhagens Mut
com vetores linearizados na regido 5 do promotsxP promove a insercdo por unico
crossovema regido homéloga docus AOX1, gerando transformantes Mutima vez que o
geneAOX1 ndo é interrompido. A transformacio de linhagens®Muor sua vez, origina
apenas transformantes M(DALY & HEARN, 2005).

Muito embora vetores comerciais de expressao apascestejam disponiveis pda
pastoris 0 emprego desse sistema tem sido comprometidarnshbilidade clonal de carater
segregacional observada nas linhagens recombingertedas em larga escala (CRE&G@l,
1985; HONGet al, 2006; ZHUet al, 2009).

2.5.5 Mdltiplas integracdes do cassete de expressinP. pastoris

Embora para varios genes exégenos explorados,mapéxelo antigeno de superficie
do virus da hepatite B e lagalactosidase, uma Unica cOpia do cassete dess@aréenha
proporcionado elevados niveis de producao, ousasies tém evidenciado que o aumento
no numero de copias integradas do gene de intepes$e favorecer maiores indices de
expressagCLARE et al, 1991a; CLAREet al, 1991b; VASSILEVAet al, 2001).

A obtencéo de linhagens com multiplas copias estdem sido realizada com sucesso
por dois métodos: i) realizacao de triagem paratifiecacdo de clones com mdltiplas copias
que naturalmente sao gerados dentro de uma populieciansformantes, a uma frequéncia
muito baixa; ii) construcam vitro de um cassete de expressdo contendo multiplagscdpi
inserto de interesse e geracao de linhagens renantbs com essas construcdes (CREGG
al., 1993).

Vérios autores tém relatado que o nimero de cdptagradas do gene exdgeno
representa um fator determinante na analise doimemdo da producdo de uma proteina
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recombinante (VASSILEVAet al, 2001; MANSURet al, 2005; ROMANOS, 1995).
Estudos realizados com a expressdo intracelularfragmento C da toxina tetanica
demonstraram que, muito embora o fenotipo de atfiz do metanol e o sitio de integracdo
desempenhem um menor efeito nos niveis de prodocaomento no numero de copias do
gene exégeno possui um efeito marcante (CLAREL, 1991b). Para Romanos (1995), a
maximizacdo do numero de cépias do gene de intréssma eficiente solugdo para
contornar a limitacao do nivel transcricional npresséao de proteinas heterdlogas.

De maneira contraria, outros autores salientamegsa estratégia possui limitacdes
importantes. Cos e colaboradores (2005) observgrem aumento no niumero de copias do
gene resultou em marcante diminuicdo da express#acelular. Estes autores também
evidenciaram que o fendtipo Mutguando associado a copias Unicas do gene, afmesen
maiores niveis de producdo do que o fenotipo*Mdbhenblum a colaboradores (2004),
conduzindo um estudo sobre respostas ao estresdBepastoris observaram que a utilizacao
de mais de duas coOpias do gene para tripsinogémoamo resultou em diminuicdo da
producdo do mesmo. Concluiram, portanto, que ofgipeamento da expressao mediante

‘413

aumento do numero de copias pode resultar numaiespe“gargalo”, uma vez que a grande
concentracdo de proteinas ndo processadas no aeninigacelular constituiu uma condigédo
estressante para a levedura.

A integracdo de cassetes de expressd@andemno genoma pode gerar estruturas
instaveis as quais sdo excisadas por eventos debetacdo; quanto maior 0 arranjo em
tandemdos cassetes, maior a possibilidade desses ewmtescisdo ocorrerem (WAN&
al., 1996; LEE & DA SILVA, 1997). Nesse sentido, lagens detentoras de um grande
namero de copias do cassete de expressdo sdonsidigels geneticamente em comparacao
com linhagens possuidoras de cépias Unicas. Estbilidade parece ser resultado de um
fendbmeno denominado “fardo metabdlico”, condicaaual a expressao do numero elevado
de copias do gene recombinante compromete a taggeseimento celular e desregula varias

vias metabolicas (ZHW@t al, 2009; MACAULEY-PATRICKet al, 2005).

2.5.6 Proteodlise

A degradacao proteolitica tem sido um problemarrenote no emprego de leveduras

para expressao de proteinas recombinantes (GIME&EalL, 2000). Os vacuolos desses
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microrganismos contém varias proteases cujos nixgism de acordo com as condi¢cdes
nutricionais (HANSENet al, 1977). Ao contrario do que ocorre c@ncerevisiaepoucas

sdo as proteases documentadas pargastoris (MACAULEY-PATRICK et al, 2005).
Como os relatos de proteases extracelulares pazdums sdo escassos e considerando que
P. pastorissecreta baixos niveis de proteinas nativas (SInHAL, 2004; MACAULEY-
PATRICK et al, 2005), a producéo extracelular tem sido basexprada nesse sistema.

Ainda assim, a degradacéo proteolitica de protei@masmbinantes secretadas Bm
pastoris pode ser resultado de morte celular e consequiiéeacdo de proteases
intracelulares a partir de fermentagcdes com elevdelasidade celular (MACAULEY-
PATRICK et al, 2005; SINHAet al, 2004). As leveduras, de um modo geral, podem
reconhecidamente sofrer estresse por privacéo wientes, mudancas na fonte de carbono,
temperatura e pH, além da presenca de produtosogdxProteinas danificadas por estresse
oxidativo ou por resposta a choque térmico tambédeim induzir uma resposta proteolitica.
Nesse contexto, desde que o metabolismo do metimmanda elevada concentracdo de
oxigénio e tem como subproduto o peroxido de hi@inay proteinas danificadas por estresse
oxidativo representam uma possibilidade relevanparér das indu¢cées com metanol. Isso
poderia provocar a produgcéo em excesso de proteaseslares, sua resultante secrecao para
o citosol e, eventualmente, para o meio de cu{tbfdHA et al, 2004).

Vérias estratégias tém sido desenvolvidas paraatant protedlise erR. pastoris as
quais se baseiam nas condicfes de cultivo ou naegmpde linhagens deficientes em
proteases (MACAULEY-PATRICKet al, 2005; SINHA et al, 2004). Esta levedura
metilotrofica é capaz de crescer em culturas cormaHaixa entre 3-6 e, assim, diferentes
valores tém sido considerados 6timos para exprdsst@odloga dentro dessa faixa, do ponto
da estabilidade do produto recombinante (MACAULEAXTRICK et al, 2005). Contudo,
alguns autores tém relatado que a manutencao dacpih de 6 durante a fase de inducéo
diminui a atividade de proteases e, consequentemardegradacao do produto extracelular
recombinante (INVITROGEN, 2009). A estabilidade mloduto de interesse também pode
ser prolongada pela adicdo de suplementos ricosaemmoacidos, como peptona ou
casaminoacido, ao meio de cultura. Esses compps&svelmente atuam como substratos
alternativos e competidores para uma ou mais Eesegpodendo também reprimir a indugéo
das proteases devido a limitagdo de nitrogénio (MBCEY-PATRICK et al, 2005;
SREEKRISHNAet al, 1997).
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A temperatura também interfere na degradacéo eeroeltilar. Muito embora a faixa
considerada Otima parR. pastoris seja entre 28-30°C, menores temperaturas podem
aumentar a producao da proteina recombinante (MAGAUPATRICK et al, 2005). Liet
al (2001) demonstrou que a utilizacdo de temperat@waiszidas, mais precisamente 23°C,
refinaram a produtividade (aumento na producgé&o.8eng/l para 18 mg/l) sem comprometer
0 crescimento celular. Adicionalmente, Ja¢ti@l (2003) propds a contribuicao de trés fatores
na diminuicdo da protedlise e aumento no rendimeo® niveis de expressao : i) baixas
temperaturas e consequente diminuicdo da acaootieapes ; ii) morte celular reduzida e,
consequentemente, menor liberagcdo de proteaseseim iif) aumento da taxa de sintese
devido a elevacgéo da atividade transcricional donptor Rox: Sob menores temperaturas.
Juntos, esses fatores favoreceriam maiores niveisexpressdo e menor degradacéo
proteolitica da proteina heterdloga (JAHCal, 2003).

A adicdo de inibidores de protease especificos a@do nde cultura pode ser
vislumbrada. Contudo, supondo que a producdo segaada para a industria, essa opcao
esta atrelada a um custo proibitivo (MACAULEY-PATH et al, 2005).

2.5.7 Producéo de proteinas recombinantes do HPV e pastoris

Na ultima década, a expresséo da proteina L1 de fdiPélatada enP. pastoris(LI
et al, 2003; LIUet al, 2007; BAZANet al, 2009; KOTZEet al, 2011; HANUMANTHA
RAO et al, 2011; JIANGet al, 2011). Todos os trabalhos empregaram a expretsao
proteina viral através da utilizagdo de vetoresazoiais e sob controle do promotQioR:.

O trabalho de Let al (2003) representa a primeira tentativa de produlgdvLPs de
HPV emP. pastoris Embora esses autores tenham relatado tanto ssidage de otimizar os
codons do gene L1 de HPV-6 para sucesso da exprestgrologa quanto a glicosilacao das
proteinas recombinantes (sem comprometimento des Gracteristicas imunogénicas), Liu
et al (2007) obtiveram proteinas L1 de HPV-16 néo glladas pela via extracelular e sem a
necessidade de otimizacdo dos codons do gene exd@araret al (2009) foram os Unicos
autores a utilizar um vetor epissomal para produgddLPs de HPV-16.

Apesar de ndo demonstrar a producdo de VLPs, Kettza (2011) analisaram a
expressao intracelular de L1 do HPV-16 medianteregmpde bioreatores. Jiaegal (2011)

também utilizaram bioreatores e evidenciaram auyg@al intracelular de VLPs de HPV-58.
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Hanumantha Raet al (2011) expressaram a proteina L1 de HPV-16 e ri8rascos e
representam os Unicos autores a analisar a furiciada das VLPs a partir de ensaioyitro
designados como “padrao ouro” pela OMS.

Recentemente, nosso grupo também analisou a pdagaroteina L1 de HPV-16, -
18 e -33 sob o controle do promotpR: deP. pastoris(COIMBRA et al, 2011). Tanto a
via intra quanto extracelular foram investigadagasms niveis de expressao mostraram-se
muito baixos. Embora Liet al (2007) tenham obtido sucesso na utilizacdo de sgeée
otimizados, acreditamos que nossos resultadossfagéatios se devem ao emprego de genes
nativos, os quais podem conter marcas de termindcgdoscricional em leveduras
representadas por regidbes génicas ricas em A-T, goeluzem RNAmM truncados
(ROMANOS, 1995).
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3. JUSTIFICATIVAS

A infeccédo pelo HPV tem sido motivo de crescenengdio nos ultimos anos, tanto
pelos gestores e profissionais da saude, quargocpatunidade académica em todo mundo,
considerando que o potencial carcinogénico do HRW sido sistematicamente avaliado. O
Brasil e a cidade de Recife se destacam mundiaéntanto pelo nimero de casos relatados
de infeccéo pelo HPV quanto pela relevante variag&ogenodtipos mais prevalentes.

Abordagens preventivas constituem a melhor alteangiara controle de infeccbes
virais. Em particular, o cancer de colo uterinarespnta o tipo de cancer com maior potencial
de prevencdo e cura quando diagnosticado precotengerexcecdo do cancer de pele. O
estabelecimento de programas de prevencdo e triadgsnlesdes cervicais demanda
profissionais bem treinados e investimento publpersistente para desenvolver uma
infraestrutura adequada. Os paises em desenvoldmeontudo, mostraram grande
dificuldade em fazé-lo satisfatoriamente.

As duas vacinas profilaticas licenciadas contraP¥ lpresentam um custo proibitivo
para sua disponibilizacdo nos paises em desenwvat@mParticularmente no Brasil, segundo
estimativas do Ministério da Saude, seria necessaimvestimento de U.S. $ 1.857 bilh&o
para vacinacdo de meninas entre 11-12 anos conci@avquadrivalente, além dos $ 750
milhdes ja investidos pelo Programa Nacional denizagéo (INCA, 2006). Adicionalmente,
como essas vacinas contemplam to apenas dois dgogogénicos de HPV, sua adocéo
poderia criar o nicho ecolégico ideal para a stingéio dos tipos prevalentes. Em longo
prazo, o resultado disso seria a manutencdo dass ataxas de incidéncia das doencas
associadas ao HPV.

O sistema de expressdo heterologa baseado na tawedpastoristem sido relatada
com uma alternativa atrativa para producao de ppraserecombinantes com fins vacinais. O
emprego deste sistema para producdo de VLPs de kPVsido investigado nos dltimos
anos, mas todos os trabalhos envolvem a utilizagdwetores comerciais, 0os quais foram
patenteados e exigem o pagamentoogaltiespara uso comercial. Além disso, esses vetores
determinam a expressao heteréloga mediante cortoofgromotor Roxi, 0 qual é eficiente
mas possui inconvenientes por depender de um d¢smomprocesso de monitoracdo da
concentracdo do metanol e troca das diferentesdatd carbono empregadas durante as fases

de crescimento e inducéao.
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Neste trabalho, avaliamos a producdo da proteinald HPV-16 emP. pastoris
através do emprego de um gene otimizado para eguraseste hospedeiro. Este gene foi
clonado sob controle do promotor induzivelof € do promotor constitutivo pfegi, €
expresso mediante via secretdria. O estabelecinuasi@a plataforma biotecnoldgica baseada
emP. pastoris voltada para uma producéo de vacinas profilatcasra o HPV que atenda as
demandas regionais e diminua o custo de produgi@, contribuir substancialmente para a
eficacia dos programas de prevencao contra o c&eceical no pais. Considerando, ainda,
que uma forte vulnerabilidade econémica do complexastrial da saude brasileiro € sua
elevada dependéncia de importagOes, sobretudo ngpocadas tecnologias de base
biotecnolédgica, a producdo nacional de vacinasesgmta uma importante retomada de

posicao estratégica.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principalliav a expressédo do gene L1 de
HPV-16 com cbédons otimizados pdPi&chia pastorissob controle dos promotoregd?: €
Prck1, Visando estabelecimento de uma plataforma biotégita para producéo de VLPs de

HPV-16.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenharin silico um gene L1 com cdédons otimizados para expressa®.em
pastoris

2. Avaliar a expressdo extracelular da proteina L1 ssmjulacdo do promotor
indutivel Rox1 deP. pastorismediante ensaios em frasco;

3. Avaliar a expressdo extracelular da proteina L1 smjulacdo do promotor
constitutivo Bgk1 deP. pastorismediante ensaios em frasco;

4. Avaliar a producdo extracelular da proteina L1 rmdiferentes linhagens
recombinantes obtidas e sob controle do promotiutinel Poxs;

5. Purificacdo da proteina L1 para caracterizacad/das-like Particles
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL

5.1.1 Linhagens de microrganismos

A linhagem TOP 10 deEscherichia coli(Invitrogen® — Carlsbad, CA, EUA),
genotipo [F~ $roAB, laclg, lacZAM15, TnlO (TetR)} mcrA, A(mrr-hsdRMS-ncrBC),
@80acZAM15, AlacX74, dedR, recAl, A-araD139, A(ara-leu)7697,galU, galk, rpsL(StrR),
endAl, nupG] possibilitou a realizacdo de manipulagbes geagticomo propagacdo e
amplificacdo de DNAs plasmidiais e construcbes madées realizadas durante o trabalho.
As linhagens X-33 dPichia pastorispossuindo gendétipo selvagem e fenotipo MuHis, e
KM71H, possuindo genétip@rg4d aoxl:ARG4e fendtipo Mut e ARG , ambas da
Invitrogen®, foram utilizadas para expressdo dagima L1 de HPV-16. Como controle
negativo da inducéo, a linhagem X-33 foi transfatenaom os vetores pPIC4fe pPGKA3

vazios (sem inserto), enquanto a linhagem KM71Hrémsformada com o vetor pPI&Z

5.1.2 Plasmidios

O gene L1 otimizado de HPV-16 foi sintetizado petapres&Epoch BiolabdEUA) e
clonado no plasmidio pBSK (Fermentas®), gerandetrvpBSK-L1H16. Este vetor foi
utilizado na transformacao de bactértascoli TOP10 e empregado para obtencdo do gene
L1. O vetor pPICZA (Invitrogen®) para expressao dm pastorispossui 0 sinabi-mating
factor deS. cerevisia@ o promotor Roxi, e foi obtido através da construcéo pPIGAAB2
(JESUS, em andamento), mediante digestdo enzim@tiecator pPGIK3, cedido gentilmente
pelo Prof. Dr. Fernando Araripe Goncalves Torrea, Wdhiversidade de Brasilia, foi
desenvolvido durante a dissertacdo de mestradardelad(2008) e contém o sin@mating
factor com cdédons otimizados paR pastoris além do promotor g1 Os cassetes de
expressao pPICZé&L1H16 e pPGK\3-L1H16, alem das regides ja descritas, conténne ge
Sh blede resisténcia a Zeocifa(Invitrogen®), e foram utilizados para expressagrbteina

recombinante erR. pastoris
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5.1.3 Solugbes e Tampdes

Para manipulagéo e analises de DNA: Solugéo Glicose 50mM, Tris-HCI 25mM
pH 8.0, EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) m®l pH 8.0 (estéril);Solucéo Il —
NaOH 0,2M, SDS 1%Solucéo Il — Acetato de Potassio 5Nbolucdo tampéo TAE(tris-
acetato-EDTA)10X — Tris base 400mM, acido acético 190mM, EDTA 10rpM 7.6;
Tampéao de amostra 6X— glicerol 30%, azul de bromofenol 0,2%.

Para analises protéicas: Tampao de corrida para SDBAGE 10X — Tris 0.25M,
glicina 1.9M e SDS 1%PBS (Tampao fosfato — salina) — Fosfato de potassioNbONaCl
150mM pH 7,2;Solucao tampao TBS-Tweerl0X — Tris-HCI 100 mM NaCl 0.9% Tween-
20 0,1% pH 7.6 (diluir para 1X quando aplicado corampao de lavagem para d\Vestern
blotting); Solugéo de bloqueio paraVestern blotting — leite desnatado 5% em TBS-Tween
1X (p/v); Tampéo de transferéncia— Tris-glicina 1X, SDS 1%, etanol 20%pomassie
Brilliant Blue — azul de Coomassie R250 0,3%, metanol 45% e &ciético 10%Solucéo
descorante— metanol 45%, acido acético 1089lucéo nitrato de prata (AgNQ) — nitrato
de prata 0.2%, formaldeido 0.02%olucdo fixadora para AgNQ — etanol 40%, acido
aceético 10%Solucéo de lavagem para AgN®- etanol 30%:Tiossulfato de sédio 0.02%
Solucdo reveladora para AgNQ@ — carbonato de sédio 3%, formaldeido 37%, tioasulfle
sédio 0.0005%;Solucdo de parada para AgN@ — glicina 0.5%;Ponceau-S Red 0.4%
(Sigma-Aldrich®) em DMSO(Sigma-Aldrich®) .

5.1.4 Composicao dos meios de cultura

Para cultivo de linhagens bacterianasmeio Luria-Bertani [B: triptona 1%, extrato
de levedura 0.5% e NaCl 1%); meio Luria-Berthow Salt(LB Low Salt: triptona 1%,
extrato de levedura 0.5%, NaCl 0.5%, pH 7.5). Pae& soélido, foram acrescentados 15¢g/L
de agar.

Para cultivo de linhagens de leveduragneio YPD (extrato de levedura 1%, peptona
2% e glicose 2%)YPDS (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 286rbitol 1M).
Para meio sélido, foram acrescentados 20g/L de agar

Para cultivo dos clones e inducdo da expressaameio MM (Minimal Methanol —
YNB 1.34%, biotina 4x18%, metanol 0.5%); meiMD (Minimal Dextrose— YNB 1.34%,
biotina 4x10°% e dextrose 2%).
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5.1.5 Enzimaskits e marcadores

Foram utilizados as enzimas e kits da Promega®dzZatipn: Xhol e Notl (incluindo
tampéao de reacao ideal para cada enziire) DNA PolimeraseéMaster Mix kit Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purifications Systekit SV Total RNA Isolation System, kit Improfii|
Reverse Transcription SysteRoram obtidos da Invitrogen® Corporation: RNAsetit3se,
Zeocind™, marcadon/Hind Ill, Marcador 1 Kbplus ProBond Purification Systenfroram
utilizados da Qiagen® Corporation (Duesseldorf,d@ha):QlAquick Gel Extraction Kit ,
Qiagen Plasmid Midi Kit e QIAprep Spin Maxiprep &ib 6His Protein LadderO marcador
PageRuleP Prestained Protein Ladder Color Bursara eletroforese de proteinas foi obtido

da Fermentas® International Inc. (Burlington, Ca)ad
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5.2 METODOS

Antes de iniciar a descricdo cronoldgica dos mé&agtapregados neste trabalho, nos
trés itens seguintes serdo determinados os progcphra cultivo das linhagens de
microrganismos utilizadas, para as analises de BNpara os imunoensaios. Esses métodos
estdo listados em itens especificos para evitadssericdo repetida ao longo do texto, uma

vez que se trata de analises comumente empregattazga deste trabalho.

5.2.1 Cultivo de microrganismos

Para a transformacdo de bactéiascoli com o vetor pBSK-L1H16, foi utilizado o
meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina e cultpar toda a noite a 3 sob agitacdo de
250 rpm. Para transformacdo de bactérlas coli com o cassete de expressdo
pPICZAaL1H186, foi utilizado o meio LB.ow Saltacrescido de 25 pg/ml de ZeocitlaAs
células foram rotineiramente cultivadas a 37°C gitador orbital (100 rpm).

Para transformacédo das leveduras, as células fouitimadas em meio YPD liquido
antes de serem submetidas ao pulso elétrico. Aptreoracdo, as leveduras transformantes
foram semeadas em placas YPDS contendo 100 pg/EgatEnd" e incubadas por 2-3 dias
a 30C. As leveduras foram rotineiramente cultivadasO&8C3e, quando necessario, sob
agitacao vigorosa (300 rpm).

Para as linhagens transformadas com a construdg&¥pR-L1H16, a formacao de
biomassa foi realizada através do cultivo dos faansantes em meio YPD por 48 horas. As
inducdes dessas linhagens foram executadas emNiipor até 72 horas, adicionando-se
aliqguotas de metanol a cada 24 horas para concéesrdinais de 4% (clones Mue 2%
(Mut®). Para a linhagem transformada com a construc&KpB-L1H16, a formacgdo de
biomassal/inducéo foi realizada através de cultvoMD por 48 ou 72 horas. Todos os

ensaios de expressao foram feitas sob agitacaoogiga 300-350 rpm.

5.2.2 Analise de DNA e proteinas por eletroforese

Os géis de agarose utilizados foram preparadosoneentracdo de 0.8% e 1% em
TAE 1X (Tampéo acido acético e EDTA). Para aplicada material no gel, foi utilizado
tampado de amostra 6X. As corridas de eletroforesanf realizadas com fonte de tenséao
constante e ajustavel (100 V). Por fim, para vigagho das bandas de DNA em
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transiluminador de luz ultravioleta, os géis foramnados com solucdo de Brometo de etideo
(0.5 pg/ml).

Para as andlises das proteinas por SDS-PAGE, fpraparados géis separador
(resolving gel)12% [6ml de Acrilamida/Bis-acrilamida 30%/0.8%,79ml de Tris-HCI
1M/SDS 0,4% pH 8.8, 50ul de APS 10% (Sigma-Aldrigh@0ul de TEMED (Sigma-
Aldrich®), completar com agua MilliQ para 15ml] ermcentrador gtacking gél de 5%
[0,65mI de Acrilamida/Bis-acrilamida 30%/0,8%, Ind5de Tris-HCI 1M/SDS 0,4% pH 6.8,
25ul de APS 10% (Sigma-Aldrich®), 5ul de TEMED (®Q&rAldrich®), completar com
agua MilliQ para 5ml]. Para aplicacdo no gel, aostnas do sobrenadante das inducdes
foram submetidas as condi¢bes desnaturantes, sdiggmtadas em tampdo Laemmli 2X
(Tris-HCI 1M pH 6.8, SDS 4%f-mercaptoetanol 4%, glicerol 20%, azul de bromadfeno
0.1%) e incubadas por 5 minutos a 100°C. As c@riiaeletroforese foram realizadas com
tampéao de corrida para SDS-PAGE 1X e mediante eqopile fonte de tensao constante e
ajustavel, seguindo os seguintes parametros: 4833MA por 90 minutos.

5.2.3 Imunoensaios

As imunodeteccdes p@ot blotting Colony blottinge Western blottingempregaram
membranas de PVDRPOlyvinylidene fluorideMillipore®) e o protocolo descrito a seguir.
Especificamente para Western blotting a etapa de transferéncia das proteinas do SDS-
PAGE para as membranas foi realizada em sistema sstn. Quando conveniente, as
membranas foram coradas ptwnceau-S Re@.4% para visualizacdo das proteinas aderidas.
Para descorar as membranas e prosseguir com daesedeanmunoblotting o Ponceaufoi
retirado apds lavagem em NaOH 1N. Para deteccaprak®ina L1, 0os imunoensaios
empregaram um etapa inicial de bloqueio das memabraseguida de incubacdo com
anticorpo monoclonal anti-L1 de HPV-16 Camvir® (@fieon®) e anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (8inaen®), ambos diluidos em solugéo
de bloqueio para 1:1000 e 1:3000, respectivamémte as incubacdes com 0s anticorpos
primario e secundario, bem como antes da etap&wigacdo da reacdo, foram realizadas
duas etapas de lavagem das membranas com TBS-TWe@ada etapa consistindo de trés
incubacdes por 10min no tampéo de lavagem). PaedagEio da reacéo, utilizou-se substrato
guimioluminescente baseado em trés reagentes: blinminlodofenol, ambos da Sigma-

Aldrich®, e peroxido de hidrogénio comercial 20 woks. Para visualizacdo da reacéo
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quimioluminscente, empregou-se filnBBoMax Light Film e reagente Dektol (ambos da
KODAK®), e solucdes de &cido acético para fixac&uando conveniente, foram
empregados @lkaline Phospatase (AP) Conjugated Anti-Mouse bty e o Visiglo AP

Chemiluminscent substrapara revelacdo da reacdo, ambos da Amresco®.

A descricdo dos itens a seguir corresponde aos dogtacronologicamente

desenvolvidos ao longo deste trabalho.

5.2.4 Desenho e sintese do gene L1 de HPV-16

Tomando-se como base a sequéncia disponivel no NNBtional Center for
Biotechnology Informationnimero de acesso Gl: 27752860), a adaptacao aitmng do
gene L1 de HPV-16 para expressaokenpastorisfoi feitain silico, considerando nédo apenas
o codon usagealesta levedura como também a estrutura securtanmaRNA. A sequéncia
desenhada, foram adicionados os sitios de clonagara as enzimas Xhol e Notl
(compativeis com ambos os vetores de expressaaZplel@ pPGKA3), a sequéncia Kex2
para processamento do sinal de secrecdo e uma aiudaoli-histidina (6x). Como
previamente mencionado no iteébil.2 o gene foi sintetizado e clonado em vetor pBSK.
Andlises de identidade, composicdo nucleotidicaegliggo da sequéncia protéica foram
realizadas pelosoftwaresBlastn e Blastp do NCBI eBioEdit Sequence Alignment Editor
enquanto a investigacao dodon usagéoi feita peloGraphical Codon Usage Analyser

Adicionalmente, foram desenhados dois parepraeers para amplificacdo do gene
L1, mediante emprego dsmftwareBLAST disponivelon line no NCBI (tabela 1). Um dos
pares amplifica o fragmento completo (1568 pb)oaitwo amplifica um fragmento interno ao
gene (444 pb).

Tabela 1.Sequéncias dgzimersutilizados para amplificacdo do gene L1 de HPV-16.

Primers LIH16 Sequéncia 5°-3°

Forward TAGGATCCATGICATTATGGCTTCCA

Reverse CTGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGCAA
Primers L1H16 internos Sequéncia 5°-3°

Forward GGTCAACCTTTAGGAGTI TGG

Reverse GACGAACATTTGTTCCCTTCA
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5.2.5 Manipulagéo do plasmidio pBSK-L1H16 e obtengddo gene L1

O plasmidio pBSK-L1H16 contendo o gene L1 sintétifm utilizado para
transformacao de bactérigs coli TOP 10 pelo sistema de cloreto de calcio (@a&kegundo
Sambrook et al (1989). Previamente, células da referida linhageacteriana foram
submetidas a protocolo de competéncia como se sAgumactérias foram inoculadas em 50
ml de LB sob condi¢gbes anteriormente descritasn(§€2.1). Em seguida, novo indculo foi
realizado com 1 ml da cultura em 500 ml de LB maescimento até uma Odg,igual a 0,5.
Metade dessa cultura foi centrifugada a 3000 x ig5min, a OC. O precipitado celular
obtido foi ressuspendido em solucdo gelada de CEOOmMM) e incubado no gelo por
30min. Outra centrifugacao foi realizada a 3000pog7min para, a seguir, ressuspensao das
células em 5 ml de Cafl(100mM) e glicerol 15% gelados. Para transformacéo
(SAMBROOK et al, 1989), foram aliquotadas 50 ul de células coerdes e 0,5 g de DNA
plasmidial. As células transformadas foram semeedaglacas LB/Ampicilina e cultivadas
como descrito (iterd.2.7J).

As colbnias crescidas na placa de transformaca@mfonoculadas em meio liquido
LB/Ampicilina para mini extracdo do plasmideo pBEK-16. Uma aliquota do cultivo foi
preservada em glicerol 100% e o restante foi sudmeh mini extracdo plasmidial
(SAMBROOK et al, 1989). Ao final, o DNA plasmidial foi ressuspétm em TE (pH 8)
contendo RNAse (20 ug/ml) para estoque &G20 posterior analise por eletroferose (item
5.2.2.

Novo in6culo do preservado de bactérias recombésafui feito para extracdo do
plasmidio pBSK-L1H16 em média escala, empregandQiagen Plasmid Midi Kit.O
material proveniente dessa extracdo foi empregada pbtencdo do gene L1 mediante
digestdo enzimatica com as enzimas Xhol e Notl.sAgigestdo dos fragmentos, a amostra
proveniente da reacdo enzimatica foi submetidactiodbrese (itenb.2.2 e o fragmento
correspondente ao inserto foi excisado do gel @eoag para purificacdo com@Aquick
Gel Extraction Kit

5.2.6 Obtencéo do vetor pPICZA
Linhagens dée. coli TOP10 previamente transformadas com a construefoZao-
L1B1 (JESUS, em andamento) e preservadas foramuladas em meio liquido LBow

saltZeocind™, sob condicdes descritas no itéfr2.1, para cultivo e posterior extracio
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plasmidial em média escala conQ@agen Plasmid Midi KitO material extraido foi digerido
com as enzimas Xhol e Notl e empregado em elegséor(item5.2.2. O fragmento
correspondente ao vetor pPICZAoi excisado do gel de agarose para purificacdn oo
QIAquick Gel Extraction Kit.

5.2.7 Clonagem do gene L1 de HPV-16 em vetor pPIC4A

Em seguida a purificacdo, o inserto L1 e o vetdC@R o foram submetidos a uma
reacao de ligacdo na proporcao de 3:1 (vetor:mseom a enzima T4 DNA ligase, seguindo
recomendacgfes do fabricante. Apds inativacdo dadiga reacdo de ligacao foi utilizada para
transformacao de bactérigs coli TOP10 competentes pelo sistema de @&8AMBROOK
et al, 1989). Os transformantes foram semeados em pBdaw sal{Zeocind" e incubadas
sob condicdes previamente descritas (ifel).

As colGnias crescidas na placa de transformacaofoepicadas para novas placas LB
low saltZeocind™. Para varredura dos repiques recombinantes, isonéendo o cassete de
expressdo, foi realizada PCR de colénia com tré@sspdeprimers: os pares L1H16 e
L1H16int e o par AOX1 (Invitrogen®), este ultimo edando nas regides inicial e de
terminacdo do promotor ABx; do vetor pPICZA (tabela 2). Um terceirrimer foi
introduzido nas andlises, o qual anela na regidatdoa de sinalizacdo para secrecao (tabela
2). Nesse intuito, os transformantes foram ressubges em agua MilliQ e submetidos a lise
térmica por 3min a 9&. Apés essa etapa de fragmentacdo da parederceima aliquota
desse material foi aplicada em uma reacdo de PQGRenoional contenddlag DNA
Polimerase Master Mixe 0s respectivoprimers sob a seguinte ciclagem térmica:
desnaturacao inicial a 95 por 5min, 30 ciclos de desnaturacao &9por 1min, anelamento

a 54C por 1min e extensao a2 por 1min, e extensao final a°@2por 7min.

Tabela 2.Sequéncias dgzimersAOXL1 e fatore utilizados para confirmagéo da obtencdo do cassete
expressdo pPICZ&L1H16.

Primers AOX1 Sequéncia 5°-3°
Forward GACTGGI TCCAATTGACAACC
Reverse GCAAATGGCATTCTGACATCC
Primers fator-a Sequéncia 5°-3°
Forward TACTATTGCCAGCATTGCTGC
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Paralelamente, a mesma alga utilizada para ressilepes transformantes em agua
MilliQ (PCR de colbnia) foi utilizada para inocus em meio liquido LBlow
saltZeocind™. Apés cultivo por toda noite sob condicdes adegsa@tem5.2.1), esses
transformantes foram submetidos a mini extracasnpildial (SAMBROOKet al, 1989) e o
material extraido foi analisado por digestdo entitadée PCR a fim de confirmar a correta
obtencdo do cassete de expressdo pP&EIZAI16. Uma aliqguota dessa extracdo foi
submetida a sequenciamento no Nucleo Integrado edmologia do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhées (NIT/CPgAM) com @simers previamente descritos e de acordo com 0s

padrdes estabelecidos na referida unidade.

5.2.8 Transformacdo da leveduraPichia pastoris com as constru¢cdes pPICZA-

L1H16 e pPGKA3-L1H16

Preservados dE. coli TOP10 contendo os cassetes de expressao pRICTALG e
pPGKA3-L1H16 (COIMBRA, em andamento) foram cultivados emio liquido LB low
salt/Zeocind” e submetidos a extracéo plasmidial em maxima &smah oQIAprep Spin
Maxiprep kit.Em seguida, os referidos fragmentos de DNA foramaliizados com a enzima
Sacl e, apos analise por eletroforese (ifeth?, submetidos a purificacdo com@Aquick
Gel Extraction Kit.O mesmo procedimento foi realizado com os vetpREEKA3 e pPICZA
vazios (sem inserto).

Em paralelo, o protocolo de eletrocompeténcia odmfens X-33 e KM71H dP.
pastoris adaptado de Scorezt al (1994), consistiu, inicialmente, na inoculacdo sdss
leveduras em 5 ml de YPD e crescimento sob conslig&postas no iterf.2.1, até uma
O.Dsoo igual a 6. A seguir, uma aliquota desse crescintaitreinoculada em 200 ml de
YPD até o crescimento atingir uma Qyg.entre 1,3-1,5. Apos centrifugacdo do cultivo,
foram realizadas lavagens do precipitado celulan égua MilliQ estéril e sorbitol 1M
gelados. O precipitado celular final das duas bemg foi ressuspendido em sorbitol 1M
gelado e acondicionado em gelo. Aproximadamentedl@as construcées pPICZA1H16
e pPGKA3-L1H16 previamente purificadas foram aliquotadagg com 80 ul das linhagens
X-33 eletrocompetentes em cubeta 0,2 cm, enquaritohagem KM71H foi aliquotada
apenas com a constru¢do pPIGZLH16. Apds administracdo do pulso elétrico, sedai

as determinacdes do fabricankdu(tiporator Eppendorf, 1500 V por 5 ms), adicionou-se 1
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ml de sorbitol 1M gelado as cubetas. Esse mateijaéntao, transferido para um tubo estéril
de 15 ml e incubado por 2 horas a 30°C, sem agitd@ara aumentar o rendimento da
transformacao, 1 ml de YPD foi aliquotado e o téddidncubado por mais 2-3 horas a 30°C,
sob agitacdo. Finalmente, aliquotas de 150 ul elagdes de eletroporacdo foram semeadas
em placas YPDS/ ZeociH4e cultivadas sob condicdes previamente desciitan §.2.1).

O mesmo procedimento foi realizado com os vetoRICPAa e pPGKA3 vazios
(sem inserto). As linhagens geradas X-33/pPICZKM71H/pPICZAx e X-33/pPGK\3

representaram os controles negativos da expressgmttina L1.

5.2.9 Selecdo e varredura dos recombinantes dRechia pastoris com mudaltiplas

copias

As colbnias de leveduras recombinantes obtidas elefroporacdo e semeio em placa
YPDS/Zeocind" foram repicadas para novas placas e avaliadastajuéamesisténcia a
diferentes concentracdes do antibiético Zed¥n@00 pg/ml, 500 pug/ml e 1mg/ml). Esse
ensaio permitiu selecionar e estimar o numero geasalos cassetes de expressao integradas
no genoma da levedura. Posteriormente, os clomasnudltiplas copias selecionados foram
triados quanto aos niveis de expressao da prdtéin@s ensaios empregados para tal foram
0 Colony blotting(GOODNOUGHet al., 1993) eDot blotting (KUCINSKAITE et al, 2007),
com algumas modificagoes.

Para oColony blotting novas placas YPDS/Zeociffacontendo vérios repiques dos
clones X-33/pPICZA-L1H16 e KM71H/pPICZA-L1H16 foram incubadas sob condi¢cdes
adequadas por trés dias. Em seguida, para exprdss@ooteina L1, esses clones foram
induzidos mediante adicdo de aliquotas de metantdmpa das placas a cada 24 horas para
uma concentracao final de 2% (tomando-se comoémde o volume de meio plaqueado).
Como a expressao dos clones X-33/pRGH.1H16 é constitutiva, a placa contendo os
mesmos foi apenas incubada para crescimento dasiamlem placas MD. Ap6s 72 horas,
membranas PVDF recortadas foram dispostas sobrepigues por trés horas a°28e,
depois, lavadas com tampao TB#eenaté que todo o excesso de células fosse retirado.
Depois, as membranas foram submetidas ao protdedimunodeteccao previamente descrito
e a reacdo de quimioluminescéncia foi visualizanea fdme fotogréfico (item5.2.3. O
mesmo procedimento foi desenvolvido com placas etwitt as linhagens controle X-
33/pPICZAx, KM71H/pPICZAo e X-33/pPGKA3.
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O ensaio poDot blotting foi desenvolvido apenas com os clones X-33/pR&K
L1H16 analisados previamente @olony blotting além da linhagem controle X-33/pPGK
no intuito de dar suporte as analises de expresgaoaores. Estes clones foram cultivados em
placadeep weelcom meio MD liquido por 72 horas e, a seguir,a®lfoi centrifugada para
obtencdo do sobrenadante. As membranas de PVDn féseadas noDot blotter e
sensibilizadas com aliquotas de 100 pl do sobretw@dA hibridizacdo com os anticorpos e

revelacdo da reacédo imunoquimica foi realizada coesarito no itens.2.3

5.2.10 Andlise da expressao da proteina L1: cultiv®inducdo dos recombinantes

em frascos

Baseando-se na varredura prévia @alony e Dot blotting clones com mudltiplas
copias que apresentaram 0s sinais mais fortesptessé@o foram cultivados em meio liquido
para andlise da expressao e integridade protéic&Vpstern blotting As indugdes iniciais
foram executadas em escalas menores e, progressitggnescalas maiores foram utilizadas
visando purificacdo protéica. Excepcionalmente pegaclones X-33/pPGK3-L1H16, os
quais haviam sido previamente cultivados em pldeap welle analisados pddot blotting
nao foram realizadas as mini indu¢cdes em frascassgmdo-se 0s ensaios destes clones
imediatamente para média e maior escala.

Os detalhes das condi¢cbes de cultivo ja foramridlesao item5.2.1 De maneira
geral, para as mini inducdes, os clones X-33/pPIKGEAH16 e KM71H/pPICZA-L1H16 (e
as respectivas linhagens controle) foram primeirdenenoculados em 40 ml de meio YPD
liguido para geracdo de biomassa. Para inducacglaks foram centrifugadas por 5min a
1500 x g e ressuspendidas em MM, num volume 10svemnor do que aquele empregado
para obtencdo de biomassa. Ao final da inducadculivos foram centrifugados a 1500 x g
por 5min e o sobrenadante (meio de cultura) foeaenado a -2C.

Os ensaios por SDS-PAGEWestern blottingoara estas indu¢cdes em menor escala
foram realizados sem nenhuma etapa prévia de peg@p protéica. Aliquotas dos
sobrenadantes finais coletados foram aplicadas B8+FAGE para eletroforese, como ja
descrito no item5.2.2 A seguir, as proteinas presentes no gel de pitdiexdda foram
transferidas para uma membrana PVDF e analisada¥Vpstern blotting sob condi¢Ges

também ja dispostas (itebn2.3.
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Os clones que apresentam maiores niveis de e&prdesam selecionados para
inducbes em média escala. As etapas de obtenddiordassa e inducdo se mantiveram sem
maiores alteracdes, mas empregando 100 ml e 2Cemado, respectivamente. O mesmo
procedimento foi feito com os clones X-33/pP&KL1H16, salientando apenas que para
estes Ultimos 0 meio empregado para geracdo deabgatexpressdo da proteina heterdloga
foi o MD. Aliquotas dos sobrenadantes, proveniedtesempos distintos da inducdo, foram
analisadas ap0s precipitacédo protéica com TCA 1(d% e acetona absoluta. Para isso, 1 ml
dos sobrenadantes foi aliquotado em 200 ul de T@#Peeipitado por 2-3 horas a <Z0 A
seguir, centrifugaram-se as amostras a 8000 x g@min a 4C e os sobrenadantes foram
descartados para, entéo, lavagem dos precipitadt@qns com acetona gelada. Apés nova
lavagem e centrifugacéo, os precipitados finaianfosecados em centrifuga a vacuo por 5-
10min e ressuspendidos em 20 pl do tampéo desnwur&inalmente, as amostras
precipitadas foram analisadas por SDS-PAGR/estern blottingcomo disposto no item
5.2.3

Para as inducbes em maior escala, as etapas de@btde biomassa e inducédo se
mantiveram sem maiores alteracdes, mas empregafonfl. e 20 mL de meio,
respectivamente. Desta vez, aproveitando-se dagesarolumes analisados, foram coletadas
aliquotas nos temposy, TT,4, Tss € T72 de inducdo para analise do perfil de expressédo dos
clones selecionados. As referidas aliquotas forawiddmente precipitadas com TCA e
acetona absoluta e analisadas por SDS-PABEstern blottinditem5.2.3.

Quando se julgou necessario, as membranas empeegad/Nestern blottingforam
submetidas a protocolo detripping para nova hibridizagcdo. Nesse intuito, realizou-se
incubacdo das membranas em tampastdpping (SDS 10%, Tris-HCI 0.5M pH 6.83-
mercaptoetanol) a 8G por 10min, por trés vezes. Ao final da tercemaubacdo, as
membranas foram lavadas com TB®eenem trés etapas de 5min para, entéo, realizacédo de

novo protocolo d&Vestern blotting

5.2.11 Purificacdo da proteina L1

Uma fracdo das amostras de sobrenadante (10 mi@mpemtes dos temposgl{para
0 sistema com 0 promotok&k:) € T2 (para o sistema com o promotqpR:) das inducdes
dos clones em maior escala foi separada paraqagéo da proteina L1 por resina de niquel
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empregando oProBond Purification Systenglnvitrogerf’), segundo recomendacdes do
fabricante.

Antes de aplicar todo o volume na resina, uma pejadquota desses sobrenadantes
foi precipitada com TCA, aplicada em SDS-PAGE eadarcom nitrato de prata (AgNO
para visualizacdo do extrato protéica extracelulas clones. Nesse intuito, o gel de
poliacrilamida foi inicialmente corado co@omassiee descorado com solucdo descorante
(etapa de fixacdo). Em seguida as lavagens conole3@&b e agua destilada, procedeu-se
incubacdo em reagente tiossulfato de sodio parsibseracdo do gel. Nova lavagem com
agua foi executada e, posteriormente, o gel deagrddmida foi incubado em solugédo de
AgNOs. Apos a terceira lavagem, a revelacdo da reagéafeifa através de incubagcdo em
solucéo de carbonato de sédio. Quando as bandscpsotornaram-se visiveis, prosseguiu-
se com nova lavagem e parada da reacdo com adicgolutdo de glicina. Em paralelo, o
material proveniente da purificacdo com resina €&wEpois, analisado por SDS-PAGE e
Western blotting
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6. RESULTADOS

6.1 Desenho e sintese do gene L1 de HPV-16

O gene L1 sintetizado de HPV-16 possui 1568 pb% 86 identidade com o gene L1
original (selvagem), de maneira que as mudancasdiidas na sua composicao
nucleotidica constituem mutacdes silenciosas eamir, a composicdo aminoacidica da
proteina recombinante é idéntica a nativa virguffa 13B). A diferenca entre os codons
presentes no gene sintético e aqueles preferermitdnempregados pela leved@rgpastoris
é de 8,23%, (contra 14,36% para o gene selvagagm)ygf14C). O conteudo G+C (42,47%)
foi mantido proximo aquele presente nas proteiras/as deP. pastoris(42,73%) e o
contetdo A+T foi diminuido de 61,29% (gene natipa)a 57,53%. A sequéncia codificadora
do gene L1, foram adicionados sitios de restricé@ glonagem (Xhol e Notl), sitio para
clivagem proteolitica pela protease Kex2, uma calesgoli-histidina e o cédon de parada

(figura 14A). O gene foi sintetizado e clonado estov pBlueScript.
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Figura 14. Representacdo esquematica da sequéncia do gesietético de HPV-16 e analisessilico. (A) O
gene L1 sintético sequenciado e caracterizado quentegides adicionadas: em vermelho estdo saliesitos
sitios de clonagem das enzimas Xhol e Notl; em agifl demonstrado a sequéncia para clivagem pitaaol
pela Kex2; em verde, a cauda de poli-histidina @&kfionada; em roxo, o cédon de parada da trad(iBaié\
similaridade entre as sequéncias dos genes Llgssive sintético € demonstrada, com destaque pdrasas
gue foram alteradas apés otimizacéo dos cod@<LComparacao entre a utilizacdo preferencial decsdeP.
pastorise ocodon usagelo gene L1 sintético.

6.2 Construcéo do cassete de expressao pPICaZA1H16

A estratégia geral de clonagem esta esquematizadagura 15. Para clonagem do
gene L1 sintético em vetor de expressado pPIGZA plasmidio pBSK-L1H16 contendo o
inserto de interesse foi extraido de um cultivdbdetériasE. coli TOP10 transformadas. O
material proveniente da extracao foi empregado igestho enzimatica com as enzimas Xhol
e Notl para liberagdo do gene L1 (figura 16A). Ematelo, a construcao pPIC4AL1B1
(JESUS, em andamento) foi extraida de linhagenteti@cas previamente transformadas e
submetida a digestdo enzimatica com as referidasmas para obtencdo do vetor de
expressao pPICZA (figura 16A). Apos purificacdo dos fragmentos deliesse previamente
digeridos (figura 16B), inserto e vetor foram subdws a uma reacdo de ligagdo com a
enzima T4 DNA ligase e aliquotas dessa reacdo farlimadas para transformacdo de
bactéria€. coli TOP10 competentes.

As colbnias transformantes obtidas foram inicialteeiniadas por PCR de colbnia
com primers AOX1 (figura 16C), L1H16int (figura 16D), L1H16igura 16E), e fator-
o/AOX1 reverso (figura 16F). Segundo o manudsySeledt Pichia Expression Kit
(INVITROGEN, 2009), a utilizacdo dos pares piemers AOX1 e fatore/AOX1 reverso
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possibilita a amplificacdo de fragmentos com 2118kb, respectivamente, a partir do cassete
de expressdo, como observado nas figuras 15C ePdsferiormente, o plasmidio obtido
apos cultivo e extracdo desses transformantesntidisado por digestdo enzimatica (figura
16G) e sequenciamento (figura 16H), visando corgdo da correta orientacdo do inserto L1

na constru¢cao molecular.

72



Mariz, F. C.

Expressdo do gene L1 de HPV-16 em Pichia pastoris empregando promotores...

"assalaul ap

ogssaidxa ap a19sseI 0p 0BANNSUOIFD|dd 1018A OU 9T-AdH 2p T 2uab op wabeuo|DEPeld sewizua Se Wod orisabip ajueipawywzd|dd ogssaldxa
3p 1019A 0 9S-9A8100 [enb op ‘TGFAMJd oessaidxa ap 219ssed op 02isl) edey (9 'ION @ |OYMIBES Se wod oelsabip ayuelpaw T auab o opnqo 10}
renb op ‘9THT1-s9d oipiwse|d op oaisy edey (V) ‘9THWEDIHd oessaldxa ap alasseedpisuod ap eibarenss ep eonewanbsa ogdensn|| 'GT vinbiq

(+911)
i o= Bey
OTAdH 1T ool
..nl..... £ JPM.J .|"
i . o

4 AL Xy

) <
i
[
[ qd 1915 e SLAII 1T

. 9IHIT2YZIIdd
\ Ik

\ YMISOIT

(FSTT) Fowy D)
LI B2
iroe @E  xow 150 50 BN i
el miSg
FERY 5
J Eniindg
IAdE 1T s ] __ o
Li e :_.hn.._\.ﬁ.j_w_..._..r.l. % |--...»...m..n
o x\.\
P o ...... ai” a1 - g
Fy . ._l__ -
T PTs WP " ._ _ i ..a".;”_."_
(1T IO 141 TPvZIIdd o)} WARGathewD: |
Sl L1345 «
-4
XOb 3 ten




Expressdo do gene L1 de HPV-16 em Pichia pastoris empregando promotores...

Mariz, F. C.

A GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

B

AOX1 L1H16int
\
O & 5 6 7 8 9|1 2 3 4 5 s 7 8 9 10D
2.5kb !I! Eii r 1
o e e e — :
- - |
05khe| W 000 - . i
e enee eee®
_ = = =S s e = _H‘H.i.
E [T 2 3 4 5 6 7 8 91 2 3 45 __67 8 910F
—
- : - . &
- = e mw- WewS |
- - W W w - —
1.0 kb- —_ ‘l. -

L1H16

=l 20 30
F4 ALFA

LlHléot

: »;I_I

4.0 kb < |
3.0kb <

40

1 0 IT §on-- BENEEYTIIARAESE eI

T TR | TA YT TRTR | PRNY | TRES [ VREY | VORT | TN FERY [ TREL | TIIC [ VOTY [ PYIOY |V

GTTCTCTCGAGAAA GAGAGNCTGAAGCTATGTCATTATGGCTTCCATCCGANGCTACTGTTTATTTACCACCTG‘T
x e . TGTCATTATGGCTTCCATCCGAAGCTACTGTTTATTTACCACCTGT

fator- a/AOX1 reverso

Seroll Lel | =
speed slow J « fast
Te e

o0

GwE

AL

50 &0 70 20

15kbe]

----- Trirree e

1510

10T E[& M\ I~Eﬁ%.i'21l| F‘!

1520

fzé’lc"ﬁ%%ﬁ b
L l L
1530
CCTCAACTTCAACTACTGCTAAGCGTAAGAAACGTAAGTTGCATCaTCATCATCATCATTAAGCGGCCGCCAGC
CCTCAACTTCAACTACTGCTAAGCGTAAGAAACGTAAGTTE.” CAT

GI}BJI[!I gggzshw o4 hﬁ

[rrrrprrra rrrr vy |y

1560

AR

1540 1550 15?0

Figura 16. Construcdo do cassete de expressdo pPidAAI16. (A) Eletroforese em gel de agarose com as
digestbes do cassete pPICGZRA1B1 e do plasmidio pBSK-L1H16: 1 — pPICZA.1B1 circular; 2 — pPICZ&-

L1H16 digerido com as enzimas Xhol e Notl para obd® do vetor pPICZ& (~3.6 kb); 3 — pBSK-L1H16
circular; 4 — pBSK-L1H16 digerido com as enzimasoXbk Notl para liberacdo do gene L1 (~1.5 kb); M —
marcador de massa molecuzeneRulel™. (B) Eletroforese em gel de agarose das purificacéegede L1 e do
vetor pPICZAu digeridos: 1 e 2 — gene L1 sintético (~1.5 kbg & — vetor pPICZA (~3.6 kb); M — marcador

de massa molecular (Promedakb DNA laddex. (C-F) Eletroforese em gel de agarose com as amostras

submetidas a PCR de colénia com os respectivos merimers AOX1, L1H16int, LIH16 e fatot/AOX1
reverso. Como controle positivo das reacdes, nasstaend das figura€ e F foram utilizadas as colénias de
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bactérias transformadas com os vetores pPIC2ApPICZAi-L1B1, respectivamente, enquanto que uma
colénia de bactéria transformada com o vetor pB3KH6 constituiu o controle positiva das figuRag E. As
Gltimas amostras (9 ou 10) dessas figuras rep@seatcontrole negativo das reacdes. As demais easost
referem as colbnias analisadas nas quais se ohservamplificacdo dos fragmentos de interes§®. (
Eletroforese em gel de agarose com a amostra cegcéatplasmidial digerida com as enzimas Xhol d:Not
digestédo da construcéo pPICZA1H16 para liberacédo do vetor (3.6 kb) e do irsédt (1.5 kb); M — marcador
de massa molecular (Promed, DNA ladde). (H) Alinhamento realizado pelBioEdit Sequence Alignment
Editor com as sequéncias do gene L1 otimizado e aquelemente do sequenciamento da construcéo
pPICZAu-L1H16 comprimersfatoro e AOX1 reverso. As regides marcadas em preto sorelem aos sitios
Xhol e Kex2 (no alinhamento superior) e a caudpdliistidina, codon finalizador e sitio Notl (nbrdhamento
inferior) do gene L1 presente no cassete de exjwesexjlienciado.

6.3 Transformacdo da leveduraPichia pastoris com as construcbes pPICZA-
L1H16 e pPGKA3-L1H16

Os cassetes de expressao pPIGZAH16 e pPGK3-L1H16 (COIMBRA, em
andamento) foram extraidos de bactéBagoli TOP 10 recombinantes preservadas, através
do emprego de kit comercial de méaxima escala, eatinados com a enzima Sacl (figuras
16A e 16B). As linhagens X-33 e KM71H & pastoriscompetentes foram eletroporadas
com os referidos cassetes, semeadas em placas X&@Bd" e incubadas sob condi¢ées
adequadas. O mesmo procedimento foi feito com mseepPICZA e pPGKA3 vazios (sem
inserto) (figuras 17C e 17D).
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Figura 17. Extrac8o plasmidial dos cassetes
de expresséo (e dos vetores vazios) pPKGZA
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(A) Digestdo do cassete de expressdo
— pPICZAa-L1H16 com a enzima Sacl: 1 e 1'-

1o fragmento de 5.1 kb (1.5 kb do gene L1 mais

2 — | 3.6 do vetor pPICZA) resultante da
linearizacdo do cassete de expressdo; M —
marcador de massa molecular (Fermentas,
Gene Ruler™). (B) Digestdo do cassete de
S expressdo pPGK3-L1H16 com a enzima
Sacl: 2 e 2’- fragmento de 4.5 kb (1.5 kb do
gene L1 mais 3 kb do vetor pP@K
resultante da linearizacdo do cassete de
expressdo; M — marcador de massa molecular
(FermentasGene Rule?™). (C) Digestéo do
vetor pPICZAx com a enzima Sacl: 1 e 1'- fragmento de 3.6 khltee¥e da linearizacdo do vetor de expressao;
M — marcador de massa molecular (Fermer@as)e Rule!). (D) Digestdo do vetor pPGKcom a enzima
Sacl: 2 — fragmento de 3 kb resultante da lineefiaalo vetor de expressdo; M — marcador de mastesuter
(FermentasGene Rulet™). (E) Mapa fisico do cassete de expresséo pR&KIH16.
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6.4 Selecdo e varredura dos recombinantes deéichia pastoris com multiplas

copias

Clones de leveduras com multiplas cépias do caskeexpressao foram selecionados
para cada linhagem recombinante X-33/pPIGZAH6, KM71H/pPICZAx-L1H16 e X-
33/pPGKA3-L1H16, mediante crescimento em diferentes conagiés de Zeocin (100
pg/ml, 500 pg/ml e Img/ml). Nas figuras 18.1, 18.9,1 e 19.2 estdo demonstradas as
coldnias resistentes a 1mg/ml de Zeottha

Posteriormente, os ensaios de imunodetecca&plony blotting(figuras 18.3, 18.4,
19.3 e 19.4) ®ot blotting (figura 19) foram realizados para selecionar @ueante clones de
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P. pastoris(mdultiplas cépias) com maiores niveis de expresifi@roteina L1. Ambas as
anélises também empregaram as linhagens contasisférmadas com vetores de expresséo
vazios (sem inserto).

5
&
; m!

e e el B

Figura 18. Selecao e varredura dos clones Rlepastoriscom multiplas cépias do cassete de expressdo
pPICZAu-L1H16. (L e 2) Os clones X-33/pPICZ&L1H16 e KM71H/pPICZA-L1H16, respectivamente,
foram semeados em placas contendo Ze8€inal mg/ml para selecdo de clones com muiltiplagso e 4)

As respectivas linhagens foram analisadasGmony blottingpara varredura dos clones com maiores niveis de
expressédo da proteina L1.
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Figura 19. Selecao e varredura dos clones Rlepastoriscom multiplas cépias do cassete de expressdo
pPGKA3-L1H16. (1) Colbnias das linhagens controle X-33/pPI1GZ&A KM71H/pPICZAx foram repicadas das
placas de eletroporaca@) Os clones X-33/pPGK3-L1H16 foram semeados em placas contendo ZeBtima

1 mg/ml para sele¢do de clones com multiplas coiias 4) As respectivas linhagens foram analisadas por
Colony blottingpara varredura dos clones com maiores niveis peegséo. O asterisco em vermelho indica a
linhagem controle X-33/pPGAG.

1 2 3 4 5 6 7 8 2 1o 11 12
‘' He® © °ee
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5 5 L

\

Figura 20. Varredura dos clones die pastoriscom multiplas cépias do cassete de expressdo pBGKH16

por Dot blotting Em cada poc¢o dblotter foram aplicados 100 ul do sobrenadante dos clonkivados em
deep well bem como da linhagem controle negativo (poco ®@&rcado com uma seta). A semelhanca do
observado n&olony blotting alguns clones analisados mostraram-se nao regiata deteccdo da proteina L1

no Dot blotting
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6.5 Analises da expressado da proteina L1: cultivo iadu¢cdo dos recombinantes

em frascos

Tomando-se como referencial os niveis de expredsservados pafolony blottinge
Dot blotting, os clones selecionados de cada linhagem foranvaudis e induzidos em
frascos. Como ja comentado, inicialmente essagdetuforam realizadas em pequena escala
para que a proteina L1 fosse caracterizadaVyestern blotting sem realizacdo de etapas
preliminares de precipitacdo protéica (figura 2Excepcionalmente para os clones X-
33/pPGKA3-L1H16, os quais haviam sido previamente cultigadm placasieep welle
analisados padDot blotting ndo foram realizadas as mini inducdes em frapassando-se 0S
ensaios imediatamente para média e maior escaldofanas proteinas detectadas pelo
anticorpo anti-L1 (CamV/ff) tenham apresentado um massa molecular difedenesperado
para L1 (figura 21), as analises prosseguiram saiores alteracdes e considerando aqueles
clones que tinham visualmente o sinal mais fortdetec¢éo da proteina L1.

Nos ensaios de inducdo em meédia escala posteridesta vez empregando
precipitacdo protéica, os clones selecionados api@sm um padrao de deteccdo inesperado
para a proteina recombinante (figura 22), sugestide degradacdo protéica.
Concomitantemente, embora o anticorpo anti-L1 (Caff)\lenha reconhecido uma proteina
nativa extracelular dé. pastoriscom massa molecular entre 40-45 kDa para todas as
amostras (incluindo as linhagens controle), o steldeteccéo tipicamente associado aos
clones deP. pastorisinduzidos nao foi visualizado para as linhagengrotes (figuras 22A,
22B e 22C, pogos 1, 1 e 7, respectivamente). Por dom as aliquotas de sobrenadante
coletadas em diferentes tempos de inducdo, pudeeamstar diferencas nos niveis de
expressao ao longo do cultivo para os promotoraksados.

Com o propdsito de produzir material suficienteappurificacdo da proteina L1 em
resina de afinidade (segundo recomendacfes dadabe), a ultima indugcdo em maior escala
empregou maiores volumes de cultivo e, portant@nfiocoletadas aliquotas do sobrenadante
em quatro diferentes tempos de inducdo. Essaso@digjioram submetidas a precipitacédo
protéica e analisadas p@estern blottinga fim de se investigar os niveis de expresséo da
proteina L1 ao longo de toda inducédo, medianteéfesedtes sistemas e parametros de cultivo
(figura 23). Devido a dificuldade de visualizac& mfoteina de interesse, uma membrana

contendo aliquotas provenientes do tempe dée inducdo foi submetida a protocolo de
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stripping para hibridizacdo com anticorpo anti-L1 (Canfyinuma nova diluicdo (figura

23F).

Figura 21. Western blottinglos sobrenadantes provenientes das mini indugie®os clones dB. pastoris (A)
Clones X-33/pPICZA-L1H16 induzidos com metanol a 2% por 48 horasi1®b a aliquotas de sobrenadante do
tempo Ts.(B) Clones KM71H/pPICZA-L1H16 induzidos com metanol a 4% por 48 horas:2D a aliquotas

de sobrenadante do tempg. T

A1234S 6 7 8 9
o 7

—_—

i

C 1 2 5 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

30 -
Figura 22. Western blottinglos sobrenadantes provenientes das inducdes eia esédla com os clones Be
pastorisde ambos o0s sistemas, precipitados com TCA e raef®) Clones X-33/pPICZA-L1H16 induzidos
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com metanol a 2% por 72 horas: 1 — sobrenadaniatdayem controle X-33/pPICZd coletado no tempo-§,

2 a 5 — amostras de sobrenadante dos clones, dadetso tempo st de indugdo; 6 a 9 — amostras de
sobrenadante dos clones, coletadas no tempael inducéo. ) Clones X-33/pPGK-L1H16 induzidos com
glicose a 2% por 72 horas: 1 — sobrenadante dadeth controle X-33/pPGK, coletado no tempg 2 a 5 —
amostras de sobrenadante dos clones, coletadasnpo fl;s de inducdo; 6 a 9 — amostras de sobrenadante dos
clones, coletadas no tempe, e indug&o.) Clones KM71H/pPICZA&-L1H16 induzidos com metanol a 4%
por 72 horas: 1 a 6 — amostras de sobrenadantesohes, coletadas no tempg @ie inducéo; 7 — sobrenadante
da linhagem controle KM71H/pPIC£A coletado no tempo-}; 8 a 13 — amostras de sobrenadante dos clones,
coletadas no tempo,Jde inducéo.

PPGKI PAOXI
i i

EEEN 12 345 123

Figura 23. Western blottingdas aliquotas de sobrenadantes coletad£
durante a inducdo em maxima escala dos clon®s pastorise precipitadas
com TCA e acetona.A) Clones X-33/pPGK3-L1H16 induzidos com
glicose por 48horas: 1 e 1'- aliquotas do sobramnadaroveniente dos doig
clones analisados, coletadas no tempald inducéo; 2 e 2°- aliquotas do
sobrenadante de um dos clones induzido, coletagstempos 7, e Ty,
respectivamente; 3 e 3'- aliquotas do sobrenadintaitro clone induzido, - P
coletadas nos tempos T e T respectivamente; 4 — aliquota do ...1 2 4 5
sobrenadante no tempggEoletada da linhagem controle X-33/pP&KB, —
C, D eE) Aliquotas dos temposy,T T2, Tsg € T7o de inducéo, respectivamente, provenientes dogsl¥n
33/pPICZAa-L1H16 e KM71H/pPICZA-L1H16 induzidos com metanol: 1 — linhagem contrle
33/pPICZAa; 2 e 3 — clones X-33/pPICZAL1H16; 4 e 5 — clones KM71H/pPIC2AL1H16. )
Strippingda membran& para hibridizacdo com o0 mesmo anticorpo anti-L4s muma diluicao diferente: 1
— linhagem controle X-33/pPICZA 2 e 3 — clones X-33/pPICZAL1H16; 4 e 5 — clones
KM71H/pPICZAa-L1H16
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6.6 Purificacdo da proteina L1

Aliguotas dos sobrenadantes nos temp@sTr, (para o sistema induzivel) es® Tas
(para o sistema constitutivo) da inducdo em masmala foram precipitadas com TCA,
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e coradaommassie nitrato de prata (figura
24). Em paralelo, a fracdo (10 mL) de sobrenaddetmteresse foi separada e utilizada para
purificacdo em resina de niquel com kit comerc@lmaterial final eluido da resina foi
também analisado por SDS-PAGE, mediante coloragémifrato de prata (figura 25A), e
por Western blottingfigura 25B).

Os ensaios por SDS-PAGE permitiram a visualizatgibandas entre 45 e 66 kDa a
partir das amostras dos clones Rlepastorisinduzidos, ap0s a purificacdo com resina de
niquel e coloracdo com nitrato de prata (figura 23Astas mesmas amostras purificadas
foram empregadas eliVestern blottingcom anticorpo anti-L1 (Cam\A), a partir do qual
também foi possivel identificar as referidas banffagira 25B). Contudo, é importante
mencionar que a purificagdo com kit comercial ndt@sentou bom rendimento. As bandas da
proteina L1 foram evidenciadas a partir do eluiddfigado apenas apods precipitacdo com
TCA.

A e TR '4§l' 25 M 5 6 7 B
. R T S 97,4 kDo b
B 65> kDa

|

3 45.0 kDakes
e R :10k0: e
B 215 kDa

144 K02

PR — it

Figura 24. Analise por SDS-PAGE dos sobrenadantes provessiedas inducdes em maior escald) (
Aliguotas do sobrenadante precipitadas com TCArades conCoomassieas amostras 1 e 2 se referem ao
sobrenadante de dois clones X-33/pPI@QEAH16 coletados no tempq @e indugéo, enquanto as amostras 1" e
2" se tratam do sobrenadante desses clones no t&mpde inducdo; as amostras 3 e 4 se referem ao
sobrenadante de dois clones KM71H/pPI@ZAH16 coletados no tempaq, @le indugdo, enquanto as amostras
3" e 4" se tratam do sobrenadante desses clongemmm T, de indugdo; 5 e 6 — aliquotas do clone
pPGKA3L1H16 nos tempos of e Ty respectivamente; 7 — aliquota da linhagem camtkoB3/pPGKA3 no
tempo T, de inducdo(B) As mesmas aliquotas da figura anterior, mas esratm nitrato de prata: uma
aliquota de sobrenadante referente a linhagematerXr33/pPICZAx no tempo ¥, de inducéo (amostra 5), foi
adicionada a analise.
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Figura 25. Analise por SDS-PAGE ¥estern blottinglas eluicdes da purificagdo com resina de afieidd)
eluicdo do material purificado com resina de nigpetcipitadas com TCA e coradas com nitrato déapda-
clone X-33/pPICZAL1H16; 2 - clone KM71H/pPICZAL1H16; 3 - clone X-33/pPGK3L1H16. B) Western
blotting com anticorpo anti-L1 das aliquotas da eluicdo naaterial purificado com resina de niquel e
precipitadas com TCA: 1 - clone X-33/pPICAALH16; 2 - clone KM71H/pPICZAL1H16; 3 - clone X-

33/pPGKA3L1H16.
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7. DISCUSSAO

Além de representar a infeccdo sexualmente trasg8ralsmais comum do mundo, a
infeccdo pelo HPV constitui uma causa bem estaidelgrara o desenvolvimento do cancer
cervical (WHO, 2010) e um relevante fator para sed&olvimento de canceres anogenitais
(anus, vulva, vagina e pénis), de cabeca e de pe$ddHO, 2010). Na ultima década, o HPV
foi investigado e fortemente associado a outroser&s nao genitais, como laringeo,
esofagico e pulmonar (MAMMASt al, 2011). Embora tenha uma incidéncia menor do que
as demais complicagfes clinicas, a papilomatoggraédria juvenil também é resultado da
infeccdo pelo HPV e apresenta péssimo prognostisadd as freqlientes recorréncias e
disseminacbes pelo trato aerodigestivo em crianROSENBLATT et al, 2005;
GALLAGHER & DERKAY, 2008).

A introducdo do teste de Papanicolau nos progrageaprevencdo dos Estados
Unidos, Canada e dos paises Nordicos Europeus@izcde reduzir drasticamente as taxas
de incidéncia e mortalidade pelo cancer de coloingteentre as décadas de 1950 e 1990
(NATUNEN et al, 2011; JEMALet al, 2004). Infelizmente, os paises em desenvolviment
nos quais se estabelecem a grande maioria dos cEsdesdes e tumores cervicais,
apresentam grande dificuldade em realizar essgsgmnas de maneira satisfatoria.

Comparada as estratégias atuais de prevencaoes@ss| cervicais, a imunizacao
mediante administracdo de vacinas profilaticasraoatHPV, antes do inicio da atividade
sexual, pode oferecer uma intervencéo mais basfstya e logisticamente simples (KOLS &
SHERRIS, 2000). Desde 2008, duas vacinas profisitiestdo licenciadas contra o HPV.
Ambas tém o potencial de prevenir 70% dos casosadeer cervical e 90% das verrugas
genitais nos proximos 10-20 anos (KAUFMANN & SCHHRER, 2007). Num periodo
mais curto (5-10 anos), estima-se que a implemaatde um programa de vacinacao efetivo
contra os HPV de alto risco carcinogénico possaenie 30% das infecgces causadas por
esses virus, bem como de 40-50% das anormalidattédgicas e 50-60% das NIC-3
(KAUFMANN & SCHENEIDER, 2007). Segundo modelos nmatgicos, reducdes
significativas em todas as doencas relacionadageeacéao pelo HPV, incluindo aquelas néao
genitais, seriam observadas apos 40-60 anos deagdc (BARNABAS & GARNETT,
2004). Contudo, o impacto estimado dessas vacineasmprometido pelos seus altos custos.
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As vacinas licenciadas contra o HPV sao resultagloush grande esfor¢co para
desenvolvimento de abordagens baseadas em subemigadtéicas, tendo em vista as
dificuldades inerentes ao desenvolvimento de ésfi@ vacinais contra o HPV mediante
técnicas convencionais. O obstaculo atual conssesenvolvimento de vacinas profilaticas
de segundo geracao contra o HPV, alternativas fgwec@riam uma ou mais vantagens sobre
as vacinas atuais em termos de preco, eficacitidéate de administracdo e/ou capacidade de
conferir protecao contra outros tipos virais (PARAQ7).

Apesar da existéncia de sistemas de expressdo afeinar L1 de HPV-16 em
bactérias, comdc. coli, tais processos sdo economicamente limitados e Isabilidades
para producdo de quantidades significativas de (LRs & MIDDELBERG, 2002). Vérios
autores tém relatado a expresséao e purificacaoadeipa L1 de HPV-16 efichia pastoris
caracterizando esse sistema como uma potenciafgiaia vacinal devido ao seu baixo custo
e aos altos niveis atingidos de producdo da peteicombinante (L&t al, 2003; LIUet al,
2007; BAZANet al, 2009; KOTZEet al, 2011; HANUMANTHA RAOet al, 2011; JIANG
et al, 2011, COIMBRAet al, 2011).

O presente trabalho teve como objetivo a obtenedlindagens recombinantes Be
pastoristransformadas com os cassetes pPIGZAH16 e pPGK3-L1H16 para avaliagcédo
da expressdo induzida e constitutiva, respectiviameda proteina L1 de HPV-16.
Diferentemente do trabalho de Coimbea al (2011), utiizamos um gene com cédons
otimizados para expressdo nesta levedura metikdaroPela primeira vez, investigamos e
relatamos a producdo extracelular da proteina LIHE®-16 sob controle do promotor
constitutivo Bgk1 deP. pastoris,como alternativa ao sistema comercial baseadaorgior
induzivel Roxa.

Os trabalhos envolvendo a expressdo da proteindeLHPV emP. pastoristém
explorado diferentes estratégias de producdo, ertbdas estejam sujeitas a regulacao pelo
mesmo promotor induzivel ABx:. Curiosamente, alguns deles mostram resultados
contraditorios. Por exemplo, ket al (2003) relataram a necessidade de otimizacéo dtenso
para expressao intracelular do gene L1 de HPV-Guaamo Liuet al (2007) obtiveram
sucesso na producado da proteina L1 de HPV-16 ntedémnprego de um gene nativo (sem
cédons otimizados) através da via extracelularz&et al (2011) apenas obtiveram sucesso
na expressao intracelular do gene L1 otimizado l&-H6 apods utilizarem um biorreator para

inducdo; Bazaret al (2009) relataram expressdo da proteina L1 de HP\h frascos
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através de um sistema epissomal mas o éxito sorf@raéingido apos substituicdo de um
gene selvagem por outro otimizado (BAZAN al, 2009); recentemente, tanto a expressao
intracelular do gene L1 otimizado de HPV-58 quatedHPV tipos -16 e -18 foram relatadas
em frasco, mediante vetores integrativos (HANUMANY RAO et al, 2011; JIANGet al,
2011).

Nenhum dos trabalhos citados mencionou a andlistodes com mudltiplas cépias do
gene L1 integrado ao genoma do hospedeiro. Coasiderque os autores nao avaliaram se
os clones induzidos possuiam varias copias do teassendo, talvez isso possa explicar a
variacao nos niveis de expressdo dessa proteifa pastoris No caso particular de Bazah
al (2009), embora a expressao da proteina L1 tentiicde com sucesso através de varias
copias do vetor construido, trata-se de um sisté@inantegrativo, o qual tem sido associado a
geracado de linhagens recombinantes geneticamestévéis (CREGGt al, 1985; HONGet
al.,, 2006; ZHU et al, 2009; BAZAN et al, 2009). O referido grupo tem investido,
atualmente, no desenvolvimento de vetores integajaraP. pastoriscontendo sequéncias
de DNA ribossomal (rDNA) délansenula polymorpha o promotor Foxi (SILVA, 2010).
Isso proporcionaria o desenvolvimento de linhagems multiplas copias do gene heterdlogo
integradas nas regides de rDNA, mas ainda estamdprassdo dependente da indugédo com
metanol.

Tendo isso em mente, geramos linhagens recombgadete. pastoriscontendo os
cassetes de expressao pPIGAAH16 e pPGK3-L1H16, e selecionamos clones com
multiplas copias do gene L1 de HPV-16. Vassilevval (2001) observaram que a tolerancia
do aumento na concentracdo de Zedlna por parte de clones transformantes, tem
correlacéo direta com o aumento no numero de c@uasassete de expressao presente na
célula. Segundo esses autores, cada copia do eassgtibui igualmente para os niveis de
expressdo globais da proteina recombinante. Coaciyientdo, que clones resistentes a
concentracdes de 100, 500, 1000 e 2000 pg/m dergE8@ossuem, respectivamente, 1, 2,
3 e 4 copias integradas do geBb ble suposicdo confirmada por analises quantitativas
atraves dé&outhern blottingNo presente estudo, selecionamos clones regstarit00, 500 e
1000 pg/ml de Zeocin¥ mas as andlises quantitativas @muthern blottingpu PCR em
tempo real ainda s&o necessarias para confirmacgaondero de cépias integradas.

Posteriormente a selecdo dos clones com multiplpga€ do cassete de expressao,

identificamos as colbnias que apresentavam 0s awiloiveis de expressdo da proteina L1
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mediante ensaio po€Colony blotting. Esses ensaios de imunodeteccdo com anticorpo
monoclonal anti-L1 (CamVi) permitiram identificar visualmente, dentre varieszenas de
colénias, aquelas com maior potencial de produtgido pelo sistema baseado no promotor
Paox1 quanto aguele do baseado no promoteif O ensaio pobot blottingapenas com as
colénias X-33/pPGK3-L1H16 foi executado para dar suporte aos reswdtatb Colony
blotting, considerando que as metodologias sdo difereasta (llitima se baseia na indugéo
em placa, enquanto a primeira consiste em indugémeio liquido). Os resultados das duas
metodologias se mostraram coerentes e confiaveis.

Os clones triados foram utilizados em ensaios daci&o da expressao em frascos.
Inicialmente, essas analises foram feitas em measoala apenas para os clones X-
33/pPICZAx-L1H16 e KM71H/pPICZA-L1H16. As andlises pdiestern blottingevelaram
a presenca de uma banda de aproximadamente 66aBalguns clones, enquanto outros
apresentaram uma banda com cerca de 97 kDa. Nbseargubsequentes em média escala
(com linhagens de ambos os sistemas) se verificoipadrédo sugestivo de degradacao da
proteina L1. Ainda que os ensaios de imunodetetgdbam reconhecido uma proteina
inespecifica com massa entre 40-45 kDa em toddilagens analisadas, esse padréao
sugestivo de degradacdo protéica ndo foi visualizeas amostras das linhagens controle
transformadas com vetor vazio (sem inserto). Por, flguns clones KM71H/pPICZA
L1H16 continuaram apresentando as bandas de 66 kD87 enquanto os clones X-
33/pPGKA3-L1H16 apresentaram bandas pouco menores que 80rdd evidenciada na
linhagem controle, dando mais suporte a ideia dead@cdo da proteina L1.

O ensaio de inducdo em maior escala foi realizada pe produzir grande quantidade
de proteina recombinante a fim de se realizar ipagfio da mesma com resina de niquel
disponibilizada em kit comercial. Para isso, forascolhidos dois clones de cada linhagem
recombinante do sistema induzivel e um clone derss constitutivo. Aproveitando-se dos
maiores volumes empregados, também foram colet@éfsotas em diferentes tempos de
inducdo para se analisar o perfil de expressdoragoldo cultivo. As analises p@vestern
blotting revelaram que o padrdo sugestivo de degradacdéiqareera evidenciado apenas
apos o inicio da inducdo, seja com glicose ou catanol, intensificando-se até o final da
mesma. Comparando o perfil de expressao entreispammotores, ainda que visualmente, é

possivel notar claramente que o promotor do ge@&1 proporciona maiores niveis de
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expressdo da proteina L1 nas primeiras 48 horasdidedo, niveis estes equiparados pelo
promotor Roxi apenas em torno de 72 horas de inducéo.

Embora possa se conjecturar que, ao se prolonigdugdo por mais tempo, os niveis
de expressdo do promotondR; atingiriam aqueles do promotor-dR;, a maioria dos
trabalhos que empregam expressdo da proteina LHPYe em frascos (sob controle do
sistema induzivel) relatam cultivo maximo até 72akode inducéo (JIANGt al, 2011,
HANUMANTHA RAO et al, 2011; BAZAN et al, 2009; LIU et al, 2007). Isso é
caracteristico do sistema baseado no promotor mweA@X1, o qual necessita de um controle
fino das concentracdes de metanol e oxigénio na rpara obter niveis satisfatorios de
expressdo para alguns genes heterdlogos, o queoc@oe em inducbes com frascos
(CEREGHINO, 2002; WITTRURt al, 2007). Ensaios em biorreatores sdo necessaias p
avaliar precisamente essa possibilidade.

A expressao do gene L1 sob a perspectiva do empuledmhagens com fenotipos
diferenciados quanto a utilizacdo do metanol tamhérteou as analises deste trabalho. Sob
determinadas circunstancias, o emprego de linhadeRs pastoriscom fenétipo Mut pode
ser vantajoso, uma vez que nesse caso a taxalidagdid do metanol se da de maneira mais
lenta e isso favoreceria o processamento adequagwoteinas heterdlogas (CRE@Gal,
1987; SREEKRISHNAet al, 1997; VASSILEVAet al, 2001). Cregg e colaboradores (1987)
relataram que linhagens com fenétipo Mptroduziram 10 vezes menos HBsAg do que
aquelas com fenétipo Mut Considerando que o antigeno de superficie do HBWm
mondmero que se complexa também em VLPs, a sengalltlnque ocorre com a proteina
L1 de HPV-16, desenvolvemos linhagens Be pastoris com fendtipos Mdt (X-
33/pPICZAu-L1H16) e Muf (KM71H/ pPICZAu-L1H16) para avaliar a producéo de L1.
Ainda que os resultados preliminares do nosso estéd tenham apontado nenhuma clara
diferenca nessa producéo, acreditamos que alguroddicacées nos parametros de cultivo
possam fornecer dados nesse sentido.

Em paralelo, como os trabalhos de Crexjgal (1987) e Vassilevaet al (2001)
investigaram a expressao intracelular do HBsAgbtamestamos desenvolvendo linhagens
com multiplas copias do cassete de expressao padagio intracelular da proteina L1 sob
controle do promotor Rx;. Para isso, a construgédo pPIGZA1H16 desenvolvida neste
trabalho foi empregado em reacao de digestdo canzasias BstB | e Xhol para retirada do

fator-o e posterior recircularizacdo. O mesmo procedim@mitteito com o cassete pPQR-
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L1H16 para avaliar a producéo intracelular de Lihd& queP. pastorisndo possua fenotipo
diferencial quanto a utilizacdo de glicose, a pgdduintracelular de L1 sob controle do
promotor Bgki ndo foi investigada até o momento.

Executamos a purificacdo sob condi¢cdes desnatgramte titulo de comparacéo,
realizamos uma eletroforese por SDS-PAGE com aiégundo purificadas e com aliquotas
eluidas da resina. Apos coloracdo com nitrato déapficou evidente que o rendimento da
purificacdo foi insatisfatorio. A visualizacdo dandlas a partir das amostras purificadas
somente ocorreu apos realizacdo de precipitacadeigaocom TCA. Ainda assim, embora o
tamanho esperado da proteina L1 fosse entre 539&0) & anticorpo anti-L1 reconheceu
bandas com cerca de 66 kDa.

Problemas de rendimento durante a purificacdo deteijpas recombinantes
conjugadas a cauda de poli-histidina podem seltagsude uma conformacéo inadequada
dessa “etiqueta” molecular. Em nosso grupo de &boo, ja experimentamos essa situacao
com a expressao da proteina P26 do Virus da Anérfeaciosa Equina en®. pastoris
(COUTINHO, 2011). No referido trabalho, ndo foi pov®l identificar a proteina P26
mediantéWestern blottingcom anticorpo anti-His, mas 0s ensaios com amtopoliclonais
obtidos a partir de animal previamente infectadofiomaram a presenca da proteina, tanto
por Western blottingquanto por IDGA (Imunodifusdo em Gel de Agaro$2¢. maneira
semelhante, os ensaios de imunodetec¢cdo com gtieoti-His falharam em demonstrar a
presenca da proteina L1 nas amostras de sobreesda#t purificadas, bem como nas
amostras provenientes da purificacédo (resultadosm@strados). Contudo, a identificacdo da
proteina L1 nas amostras purificadas, mediante egopde anticorpo anti-L1 (CamVjr
obteve sucesso. Sugerimos, portanto, que a ligdg&esina a cauda de poli-histidina tenha
sido prejudicada dentro desse contexto.

Alguns trabalhos relatam que a proteina L1 do papbirus pode ser glicosilada
(LARSEN et al, 1987; PFISTER & FUCHS, 1994) quando expressaé&noias de mamifero
(BROWNE et al 1988) e de inseto (XI & BANKS, 1991), ainda qudtros autores ndo
tenham obtido os mesmos resultados (ZH@&WUal, 1991). Apesar de nao estar bem
esclarecida a funcéo desta modificacdo pos-tradatita formacéo da particula viral, quatro
sitios de glicosilacdo na regido N-terminal de &tafin demonstrados (BROWNHE al, 1988;
ZHOU et al, 1993). Segundo Daly & Hearn (2005), duas mobicula mesma proteina

traduzida por uma célula podem ser heterogéneastaj@ padrdo de glicosilacdo que
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apresentam, ainda que tenham sido expostas as mesgimas e maquinaria de glicosilacao.
Isso seria resultado de diferengcas quanto ao tipéamanho dos residuos de glicosideos
adicionadas a cada populacédo de proteinas ou mgsamio a ndo ocupacdo dos sitios de
glicosilacdo. O tamanho da cadeia de oligossaaaiddicionada, por sua vez, depende dos
residuos circunjacentes. Por exemplo, para a seiguéonsenso de N-glicosilagdo Asn-Xaa-
Ser/Thr, se Xaa for uma prolina ou um residuo ldbigo, a glicosilagdo é inibida; se Xaa
for um aminoacido negativamente carregado, a oé@appgQr oligossacarideos € favorecida
(DALY & HEARN, 2005). Nesse intere, nossas analagrartir da sequéncia da proteina L1
de HPV-16 sugerem que, dos quatro sitios de glasg@® disponiveis, um apresenta
sequéncia altamente favoravel a adicdo de glicosiffesn-Lys-Ser). Se considerarmos que o
tamanho das cadeias de oligossacarideos adiciopadBs pastoristem em média entre 8 e
14 residuos de manose e que cada residuo tenkalen® kDa (MACAULEY-PATRICKet

al., 2005), sugerimos que a presenca de bandas qom @e 66 kDa se deve a eventos de
glicosilac&o da proteina L1.

Apesar de ndo existir uma sequéncia consenso p@agiicosilacdes, a probabilidade
de ocorréncia dessas modificacfes € aumentada @eaigle uma abundancia incomum de
serina/treonina ou quando esses aminoacidos semepedximos aos residuos de prolina. A
O-glicosilacdo também pode ser estimulada por aeidos positivos ou negativos dispostos
na vizinhanca das repeti¢cdes serina/treonina (DALMEARN, 2005). Andlises da proteina
L1 de HPV-16 também evidenciaram a presenca de s@gaéncia altamente favoravel a
eventos de O-glicosilacdo (TPTTSSTSTTTKRKKRKL) mdendo a cauda de histidina.
Caso o referido sitio esteja sendo glicosiladm pxderia justificar os problemas envolvendo
reconhecimento dessa cauda. Embora a glicosilag@ooteinas recombinante secretadas por
leveduras seja indesejavel do ponto de vista fa&oimo, devido ao carater extremamente
antigénico dessas modificacfes para mamiferosymagestratégias podem ser utilizadas para
contornar este problema, como o emprego de linlsageneticamente modificadas nas quais
0s padrdes de glicosilacdo observados sdo maisnpéxaos desempenhados em humanos
(CEREGHINO et al, 2002; MACAULEY-PATRICK et al, 2005). Analises posteriores
devem ser realizadas para confirmar esses queskoas.

E provavel que o padrdo difuso apresentado pornalgtiones nos ensaios de
imunodeteccdo se deva também a protedlise do mraggbmbinante (ndo visualizada a

partir das linhagens controle negativo). Todaviao rioi possivel identificar a causa do
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ocorrido. O emprego da via extracelular de expregpsdle ser vantajoso porgHe pastoris
tem poucas proteinas extracelulares documentadi@sifido proteases), o que facilitaria o
processo de purificacdo do produto recombinante E@R & CEREGHINO, 2001;
CEREGHINO & CREGG, 2000). No entanto, sob altassutades celulares, a lise das
células pode ser aumentada e, consequentementbetagdo de proteases intracelulares no
meio de cultura, proporcionando proteédlise exadatmho produto recombinante extracelular
(ZHANG et al, 2007). Sinhat al (2004), durante a producéo extracelular do interie de
ovino emP. pastoris relataram aumento expressivo da degradacéo ia gar48 horas de
inducdo. Segundo esses autores, foi observada omcardracao crescente de proteinase A,
proteinase B, carboxipeptidase Y e aminopeptidégestro classes de proteases vacuolares)
no sobrenadante de cultivo a partir de 48 horasdieéo, atingindo seu pico em torno de 72
horas. Investigamos a presenca de sitios de reciomi®@o para as respectivas proteases na
sequéncia da proteina L1 de HPV-16 e encontramtss salvos para acdo de
aminopeptidases. Diferente do que Siehal (2004) observaram, um significativo grau de
degradacéo da proteina L1 ja pdode ser evidenciadgprimeiras 24 horas de inducdo em
todos os clones induzidos. Na tentativa de contasse problema, foram realizados ensaios
de inducdo empregando meios complexos, nos quaidis®nam extrato de levedura,
peptona e tampéao fosfato, mas nenhuma modificagésernpadrao caracteristico \dkestern
blotting foi atingida. Talvez a proteina L1 esteja sendwm ae proteases ainda durante seu
trafego intracelular até sua exportacdo. Nao di&soas, também, a acdo de outras proteases,
como serino proteases. Futuramente, analisarengfgécia do emprego de inibidores de
protease e da diminuicdo da temperatura de indugéiala combinacdo dessas estratégias
com as demais experimentadas, como sugerido paalNgcPatricket al (2005).

O promotor do genBGK1deP. pastorisfoi isolado por Almeidat al (2005) e, desde
entdo, seus niveis de expressao foram analisaduatia da producdo de-amilase de
Bacillus subtilis (ALMEIDA et al, 2005; ARRUDA, 2008) e quimosina d&os taurus
(ARAUJO, 2008). Nos trés trabalhos, a produciopdateinas recombinantes sob controle do
promotor Bgki Se mostrou igual ou superior aquelas controla@gés promotor Roxi. No
presente trabalho, embora andlises quantitativg@msenecessérias para confirmacao,
sugerimos que resultados semelhantes foram olatasa proteina L1 de HPV-16.

Este é o primeiro trabalho que analisa a express#acelular da proteina L1 de HPV-

16 mediante utilizacdo dos sistemas baseados moopwo induzivel do gendOX1 e do
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promotor constitutivo do geneGKL1 Essa analise é feita sob a perspectiva de clomes
multiplas copias de cada cassete de expressaavestie duas linhagens Eepastoris No
entanto, os experimentos executados se tratam asempreliminares. Embora tenham se
mostrado eficientes, ambos os sistemas sao pasdivaitimizacdo. Ensaios em biorreatores
proporcionam niveis de expressao tipicamente nmdoegue aqueles observados em frascos
(MACAULEY-PATRICK et al, 2005), podendo também destacar diferencas estréveis

de producédo a partir das linhagens recombinant83 -KM71H/pPICZA&-L1H16 (as quais
possuem fenoétipos diferenciados de utilizacao dianod).

O fato do promotor #k;1 ter se mostrado eficiente é animador para seucos®
plataforma industrial. Esse sistema ndo necessitaetanol, ndo exige rigidos controles de
concentracdo de LQdissolvido nem a troca de fontes de carbono, gadente cultivo &
reduzido (ALMEIDA et al, 2005) e podem-se baratear os custos de produediante
emprego de meios de cultura menos refinados, basesd farelo de soja e acUcar invertido
(ARRUDA, 2008).

O presente estudo, portanto, representa uma dlternaatrativa para o
desenvolvimento de uma plataforma biotecnologicando a producédo de VLPs de HPV
como estratégia profilatica acessivel as necessidaalcionais. Este sistema poderia, também,
ser explorado para obtencdo de VLPs de tipos virass prevalentes em determinadas
regides do pais, como HPV-31 e -33, no intuito deedvolver vacinas alternativas e mais
baratas. Por fim, outras estratégias de imunizag@&oVLPs sédo passiveis de investigacao a
partir deste sistema, como abordagens terapéuygogzregando as VLPs como sistemas de
entrega de genes e antigenos) contra o cancetalatedno.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, os resultados obtidos caracteri@agmomotor constitutivo do gene
PGK1 deP. pastoriscomo um atrativo sistema de expressao para aipaotd de HPV-16.
Em comparacdo com o sistema comercial baseadoonaofor induzivel Rox:, 0 promotor
constitutivo se mostra menos laborioso - quantoeeessidade de monitoramente das
concentracdes da fonte de carbono e oxigenacadrecdadas fontes indutoras da expressao -
e capaz de atingir niveis de expressao iguais @erswes. No entanto, as linhagens
recombinantes analisadas produziram proteinas raparente glicosiladas. Se confirmada a
presenca dessas modificagbes pods-traducionaidsameahos as alternativas para contornar
este problema.

Visando o estabelecimento de uma escala produtivia relevante vantagem é a
potencial reducdo dos custos de producédo devidts & emprego de meios de cultivo mais
baratos quanto a utilizacdo de um sistema ndo cisheevitando assim o pagamento de
royalties Contudo, deve-se notar que os altos custos ask®scao emprego do antibidtico
Zeocind™ pode inviabilizar a producdo em larga escala.ikzatéo de diferentes marcas de
selecao serd motivo de novas andlises pelo grastenormente.

Por se tratar de andlises preliminares, a otirizalas etapas de producdo ainda é
capaz de fornecer maiores niveis de expressaoatéas de cultivo que promovam a
diminuicdo da degradacédo proteolitica serdo ingadtis e metodologias para purificacéo de
L1 e montagem das VLPs, como cromatografia poratidénica e ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose, serdo analisados. Aposcpqéib, as VLPs serdo avaliadas quanto a
sua funcionalidade imunoldégica em modelo animal ffm, caso seja conveniente, as

linhagens desenvolvidas serdo empregadas em ensaidsioreator.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV) infection is the most common sexually transmitted disease in the world and is related to the
etiology of cervical cancer. The most common high-risk HPV types are 16 and 18; however, the second most prevalent type
in the Midwestern region of Brazil is HPV-33. New vaccine strategies against HPV have shown that virus-like particles (VLP)
of the major capsid protein (L1) induce efficient production of antibodies, which confer protection against the same viral type.
The methylotrophic yeast Pichia pastoris is an efficient and inexpensive expression system for the production of high levels of
heterologous proteins stably using a wild-type gene in combination with an integrative vector. It was recently demonstrated that
P. pastoris can produce the HPV-16 L1 protein by using an episomal vector associated with the optimized L1 gene. However,
the use of an episomal vector is not appropriate for protein production on an industrial scale. In the present study, the vectars
were integrated into the Pichia genome and the results were positive for L1 gene transcription and protein production, bath
intracellularly and in the extracellular environment. Despite the great potential for expression by the P. pasforis system, cur
results suggest a low yield of L1 recombinant protein, which, however, does not make this system unworkable. The achievement
of stable clones containing the expression cassettes integrated in the genome may permit optimizations that could enable the
establishment of a platform for the production of VLP-based vaccines.
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Recent insights into Bovine Papillomavirus
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Bovine papillomaviruses (BPV) are double-stranded DNA viruses that infect the cutaneous and mucosal
epithelia inducing hyperplasic lesions in cattle. BPV is the etiologic agent of the papillomatosis and
neoplasia of the upper gastrointestinal tract and urinary bladder. The benign and malignant tumors
caused by BPV are emergent diseases important for beef and dairy cattle in the world. Although BPV
associated tumors have veterinary and agricultural relevance, they have also been studied as a relevant
model of human papillomavirus (HPV). Recent studies in BPV biology have shown a great diversity of
BPV types and new putative BPV types infecting and co-infecting the herd in several parts of the world.
This review will briefly summarize the genomes and structure of BPV and the bovine papillomatosis;
will describe in greater detail the genotypic diversity, BPV cross-species infection, relevant aspects of
BPV and co-infection and its possible routes of transmission. These new approaches about BPV may
be very useful to understand the oncogenic potential of the virus, the relationship between virus and
co-factors, and the development of anti-viral vaccines.

Key words: Bovine papillomavirus, co-infection, virus transmission, BPY diversity.
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Vaccine Strategies against Human Papillomavirus: A Discussion Focused
on Developing Countries
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Abstract

Cervical cancer is the second most common form of cancer among women, and responsible for 274,000 deaths
each year, most of which occur in developing countries. Persistent infection with high-risk human papillomavirus
(HR-HPV) is an essential factor in the development of cervical cancer and also a contributory factor in other types
of cancer. The current prophylactic HPV vaccines provide protection against the 16 and 18 genotypes which are
most commonly associated with cervical cancer worldwide. However, the increased costs of these vaccines inhibit
their implementation in developing countries, affecting their viability. Moreover, a therapeutic vaccine is needed for
women who are already infected by HPV and/or affected by HPV-related cancer. A number of innovative approaches
to combat and treat HPV infection are currently being studied and some of these will be consider in this work, together
with the development of new vaccines, especially in seriously affected areas located in developing countriss. At the
same time, there will be a discussion of the issues involved in carrying out effective HPV vaccination programs;
these will take account of financial constraints, the lack of adequate infrastructure and the competing priorities, that
are found in the surrounding social context of the developing countries.
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ABSTRACT

Papillomavinises are knownto cause berign ormalignantlesions invanous animals. In
cattle, bovine papillomavirus (BPV) is the eticlogic agent of the papillomatesis and
neoplasia of the upper gastrointastinal tract and unnary bladder. In equine, BFV is
related with the equine sarcoid. %o far there is not a standard diagnostic test and
prophvlactic vaceines. Protection against papillomavins infaction is conferrad by
neutralizing antibodies directad to the major structhiral protein L1. These antibodies can
be efficiently induced by imumunization with vims-like particles that are formed
spontaneously after L1 gene expression in recombinant systems. Pichia pasioris has
beenreported as efficient system for expression ofdifferert proteins dus toreducedcost
and high levels of protein production. In this study, we evaluated P pasioris for
expression of L1 gene from BFV1, BFVI and BFVA. After methanocl induction, the
recombinants were able to produce L1 proteins of the three different BEPV types.
However, the levels of heterologous protein were relatively low. To achieve higher
levels of heterologous L1 protein, the codon optimization strategy was used in
bioreactor conditions. BPFV1 L1 protein was identified by monoclonal antibody anti-
GxHis. Az far we concem, this is the first report of BPV L1 expression in veast.
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Andlisesin silico da proteina L1 de HPV-16 quanto a presenca de s8 de glicosilagcéo e

degradacéo por proteases.

IIQI“T.‘EqEnI'"ch"‘"QK'TFSI'EEE_FART‘JIYYF“’“I'QRIIATG 1IPYFPIRRPNNNEILVPEVSGLOYRVERT
I-EE NEEFGFPDTSEFYNPDT CRLVWACVGVEVGRGOPLGVGISGHPLILNELDDTENASAYAANAGVDNRECT SMD
YROTCLCLIG KEI:EI-“E‘:K:,_:‘CI‘Tfh VHE E"ET_ET_I\TT"L‘EJEIE DTGFGAMDEFTTLCANESEVPLDIC
rTSICRYPDYIFMVSERPYGDSLEFFY LRREECMFVEHLFNERAGAVGENVEDDLY IRGSGSTANLASSNY FETESGSMV
TSRO IFNEPYWLORROGHNNGI CWGHNOLEV T VV DT TRSTNME LCAR T STSET TYENTNFREY LRHGEEYDLOFT
FCOLCRI T LA VMY ITHS M ST ILEDWN EFGL O GG T LE DT Y REVISCAT AC QR HTRRA PREDELER Y TEWE VI
LEEFFSADLDCFPLGRREFLLOAGLEARPRFT LGRRFATETTSSTSTTTRERRERET,

Figura 26. Analisein silico quanto a presenca de sitios de glicosilagao eivigeim por proteases na sequéncia
da proteina L1 de HPV-16. As marcagbes em vinheefsem aos sitios de clivagem pela protease laucin
aminopeptidase; as marcac¢des com letras em verrselheferem aos sitios de N-glicosilacédo, enquarstitio
destacado em amarelo (NKS) indica uma triade afterfavoravel para adi¢cdo de N-glicosideos; a mgaca
em azul claro indica uma regido potencialmenteeptdel a O-glicosilagbes; a marcagdo em verdecéndi
cauda de histidina.

Figura 27. llustracdes tridimensionais nas quais o sitio Nd&& N-glicosilacdo é destacado em amarelo a parti
das cadeias da proteina LA) (© mondmero de L1B) O pentamero de L1.
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Figura 28. llustracdes tridimensionais nas quais os siters livagem pela protease leucina-aminopeptidase
sdo destacados em amarelo a partir das cadeiastdanp L1. ) O mondmero de L1B) O pentamero de L1.
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