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“Onde nao falta vontade existe sempre um caminho”

John Ronald Reuel Tolkien - Filosofo e escritor inglés

“Meu pai um dia me disse que ha dois tipos de pessoa: as que fazem o
trabalho e as que ficam com os louros. Ele me disse para tentar ficar
no primeiro grupo, pois ha menos competicio l1a.”

Indira Gandhi — Primeira-ministra da India de 1966 a 1980 e de 1980 a
1984

“Nada de grande se faz sem paixao”

Friedrich Hegel — Filosofo aleméo
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RESUMO

Os papilomavirus sdo um grupo de pequenos virus DNA dupla fita caracterizado por induzir a
formacdo de lesdes que, normalmente, sdo benignas e podem regredir naturalmente, mas
também apresentam o potencial para se tornarem tumores malignos. O papilomavirus humano
(HPV) esta fortemente relacionado as doencgas sexualmente transmissiveis (DST) e é uma das
principais causas de cancer cervical. O papilomavirus bovino (BPV), por sua vez, representa um
grave problema econdmico em termos de pecuaria. Em bovinos, sdo mais comuns as
papilomatoses cutdneas e mucosas nas regides genital e orofaringea. Existem bem
caracterizados seis tipos diferentes de BPV (BPV 1 ao 6) e, recentemente, quatro novos tipos
(BPVs 7 ao 10) foram seqlienciados. No Nordeste, especialmente no estado de Pernambuco
(Zona da Mata), a incidéncia da papilomatose bovina é muito alta, causando grandes perdas
econbmicas para os criadores. Nao ha tratamento com eficacia comprovada. Protecdo contra a
infeccdo é conferida por anticorpos neutralizantes dirigidos contra os epitopos conformacionais
de proteinas estruturais L1. Esses anticorpos podem ser eficientemente induzidos pela
imunizacdo com virus-like particles (VLP) que se formam espontaneamente, ap0s a expressao
de L1 em sistemas heter6logos. Nos Ultimos anos, a levedura metilotréfica Pichia pastoris
emergiu como um sistema eficaz e barato para produzir altos niveis de proteina recombinante. O
foco deste trabalho foi construir e avaliar dois plasmideos (pPICZAaL1B2 e pPICZAL1B2),
como vetores para expressdo do gene L1BPV-2 em células de P. pastoris. Um deles
(pPICZA0L1B2) insere na proteina recombinante um sinal de secre¢do (a-mating). Assim,
esperou-se comparar a eficiéncia da expressao heter6loga através das vias intra e extracelulares.
O gene L1 foi amplificado por PCR do genoma completo BPV-2, foi clonado em vetor pGEM-
T (Promega ®) e, posteriormente, foi subclonado nos vetores de expressdo pPICZA e pPICZAa
(Invitrogen ®). PCR e andlise de restrigdo indicaram a insercéo correta do gene L1 em ambos 0s
vetores, bem como o seqlienciamento. Por eletroporacdo, P. pastoris (cepa de levedura X-33)
foi transformada com a construcdo pPICZAL1B2 ou pPICZAoL1B2, cuja integracio no
genoma de levedura pode ser identificada por PCR da colbnia. As leveduras transformadas
foram selecionadas para experimentos de cultura com indugdo com metanol. A expressao de L1
foi indicada por RT-PCR e andlise de proteinas. A proteina recombinante L1foi detectada em
células de levedura, que sofreram tratamento com solucdo de lise (via intracelular) e em meio de
cultura submetido a precipitacio com acetona (via extracelular). Este estudo fornece um
caminho para uma estratégia de vacina com VLP contra papilomaviroses bovina e apresenta um
modelo experimental para estudos de papilomatoses similares, além de mostrar um modelo
experimental interessante para futuras aplicagdes em seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: papilomavirus; vetor de expressao; proteina L1; virus-like particles;



ABSTRACT

Papillomaviruses are a group of small double-stranded DNA viruses characterized by inducing
the formation of lesions that are usually benign and may regress naturally, but also have the
potential to become malignant tumors. The human papillomavirus (HPV) is strongly related to
sexually transmitted diseases (STDs) and is a major cause of cervical cancer. The bovine
papillomavirus (BPV), in turn, represents a serious economic problem in terms of livestock. In
cattle, cutaneous and mucosal papillomatosis at genital and oropharyngeal regions are the most
common. There are six different types of BPV (BPV 1-6) well characterized and, recently, four
new types (BPVs 7-10) have been sequenced. In the Northeast, especially in the state of
Pernambuco (Zona da Mata), the incidence of bovine papillomatosis is very high, causing great
economic losses for breeders. There is no treatment with proven efficacy. Protection against
infection is conferred by neutralizing antibodies directed against structural L1 protein
conformational epitopes. These antibodies can be efficiently induced by immunization with
virus-like particles (VLP) that are formed spontaneously after L1 expression in heterologous
systems. In recent years, the methylotrophic yeast Pichia pastoris has emerged as an efficient
and inexpensive heterologous system to produce high protein levels. The focus of this paper is
to construct and evaluate two plasmids (pPICZAaL1B2 and pPICZAL1B?2), as vectors to gene
expression of L1BPV-2 in cells of P. pastoris. One of them (pPICZAoL1B2) inserts a secretion
signal (o-matting) on recombinant protein. Thus, it had been expected to compare the
heterologous expression via intracellular and extracellular pathway efficiency. L1 gene has been
amplified by PCR from the complete BPV-2 genome, has been cloned into pGEM-T vector
(Promega®) and, subsequently, has been sub cloned into pPICZA and pPICZAoa expression
vectors (Invitrogen®). PCR and restriction analysis have indicated the correct insertion of the
L1 gene in both vectors, as well as sequencing. By electroporation, P. pastoris (strain X-33
yeast) has been transformed with pPICZAL1B2 or pPICZAalL1B2 constructions, whose
integration into yeast genome could be identified by colony PCR. Transformed yeast has been
selected to culture experiments with methanol induction. L1 expression has been indicated by
RT-PCR and protein analysis. L1 recombinant protein has been detected in yeast cells that has
undergone lysis solution treatment (intracellular pathway) and from the culture medium acetone
precipitation submitted (extracellular pathway). This study provides a way for a VLP-vaccine
strategy against bovine papillomaviroses and exhibits an experimental model for similar
papillomatosis studies, while showing an interesting experimental model for future applications
in humans.

KEY-WORDS: papillomavirus; expression vector; L1 protein; virus-like particle;
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1. INTRODUCAO

Os papilomavirus sdo virus de DNA amplamente difundidos no mundo entre
tipos e variantes, cuja principal caracteristica clinica é a presenca de lesdes
papilomatosas. Estes virus apresentam especial tropismo pelos tecidos cuténeo e
mucoso e sdo bem conhecidos na etiologia de vérias doengas em homens e animais,
capazes de infectar células basais, induzindo a formacdo de tumores que, por vezes,
regridem naturalmente, mas, a depender de interacbes ambientais e genéticas com o
hospedeiro, podem gerar um processo maligno e potencialmente fatal. A infec¢do pelo
papilomavirus humano (HPV) é uma das doencas sexualmente transmissiveis (DST)
mais prevalentes em todo o mundo.

O papilomavirus bovino (BPV) representa um problema econémico importante
do ponto de vista pecuério devido a sua epidemiologia pouco documentada e a auséncia
de qualquer tratamento ou regime de prevencdo comprovadamente eficaz. Dentre 0s
papilomavirus bovino, sdo bem caracterizados seis diferentes tipos de BPV (BPV de 1 a
6) e recentemente outros quatro novos tipos (BPVs 7 a 10) tiveram seu genoma
sequenciado. Muitos estudos adotam a papilomatose bovina como modelo de infecgéo
para o esclarecimento da biologia viral dos papilomavirus em outras espécies, inclusive
no ser humano.

Promover medidas profilaticas para lidar com as doencas causadas pelos
papilomavirus humanos e bovinos constitui estratégia de grande interesse tanto de saude
publica como de sanidade animal. Em vista disso, uma das opc¢les que poderiam
contornar esta situacdo de maneira eficaz, seria a vacinacao. Atualmente, tecnologias
promissoras para pobtencdo de vacinas tém sido bastante estudadas, e no caso do
papilomavirus, a producdo da proteina L1, que forma o capsideo viral, sem poder
infectante ou transformante, mas capaz de ativar a resposta imunolégica quando
inoculada, seria a melhor estratégia. A protecdo contra a infeccdo € conferida por
anticorpos neutralizantes direcionados contra epitopos conformacionais da proteina
estrutural L1. Estes anticorpos podem ser eficientemente induzidos por imunizacdo com
virus-like particles (particulas semelhantes a virus ou VLPs), que se formam
espontaneamente apos a expressao de L1 em vetores recombinantes.

Para tanto, torna-se primordial o estabelecimento um sistemas de expressao
heter6logo viavel e eficiente, o qual deve fornecer quantidades aprecidveis de proteina

L1 corretamente sintetizada a um custo/beneficio compativel. Diversos parametros
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podem interferir na praticidade de um sistema de expressao e adaptacdes do modelo
podem ser necessérias a depender da proteina recombinante desejada. A producdo
recombinante em microrganismos transformados pode seguir a via intracelular ou
extracelular, conforme o vetor de expressédo no qual o gene estiver clonado.

A levedura metilotréfica Pichia pastoris representa uma opcdo de sistema
heter6logo, eficiente e de baixo custo para a producdo de altos niveis de proteinas
recombinantes. Vetores de expressdao na levedura P. pastoris estdo bem estabelecidos e
tém sido utilizados com sucesso para producdo de diferentes tipos de proteinas
heter6logas, no entanto, ainda sdo muito escassas as informacdes sobre a expressao
recombinante de genes de BPV.

Os plasmideos pPICZA e pPICZAa (Invitrogen®) retinem as caracteristicas de
suportar bem o gene L1, transformar células de levedura P. pastoris por integracdo ao
genoma e carregam marcas de selecdo de clones estaveis. Em especial, o vetor
pPICZAuq insere a sinalizagdo necessaria para a exportagdo da proteina recombinante,
caracterizando a via de producgéo extracelular, o que otimiza a sua recuperacao.

Uma vez estabelecida a clonagem do gene L1BPV-2 em P. pastoris, a
comparacdo entre as vias de expressdo intra e extracelular representa um passo
importante para uma estratégia de destaque na producdo da proteina L1 para fins de
vacinagdo. Recorrendo a técnicas moleculares vélidas, esse estudo comparativo fornece
indicios de otimizacdo de técnicas para a expressdo recombinante os quais podem ser
adaptados para a producdo vacinal contra qualquer tipo de papilomavirus. Nesse ponto,
a construcdo e a avaliacdo de vetores de expresséo, portadores do gene L1, contribuem
com um modelo experimental viavel, interessante e aplicavel a todos os outros tipos de

papilomavirus, abrangendo interesses econémicos e de saude publica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) pertencem a um grupo muito heterogéneo de virus DNA,
que, comumente, infectam células basais nos epitélios cutaneo e mucoso induzindo-as a
formacdo de lesdes tumorais, conhecidas como papilomas ou verrugas (Howley &
Lowy, 2001). As lesdes causadas sdo geralmente benignas e a infeccdo é normalmente
eliminada pela resposta celular imuno-mediada, a qual é direcionada contra antigenos
virais (O’Brien & Campo, 2002), mas sob a acdo da integracdo viral ou co-fatores
ambientais, podem progredir para tumores malignos (Nicholls & Stanley, 2000; Zur
Hausen, 2002; Campo, 2006). A papilomatose cutdnea € amplamente disseminada em
todo o mundo e ocorre em diversas espécies de mamiferos e aves (Lancaster & Olson
1982, Campo & Jarrett 1986, Hopkins 1986). Os tipos que infectam o ser humano séo
denominados abreviadamente de HPV, mas também sdo bem conhecidos os que
infectam bovinos — BPV (Papilomavirus Bovino), coelhos — CRPV (Cottontail Rabbit
Papillomavirus — Papilomavirus do coelho cottontail) e cdes — COPV (Cannine Oral
Papillomavirus — Papilomavirus oral canino). Outros animais susceptiveis a infeccdo
por papilomavirus sdo os veados, alguns equinos, touros, bufalos, hamsters e macacos
(Ozbun, 2002; Ferreira et al, 2002).

Figura 1. Representacdo do Papilomavirus Humano (Bosch, et al. 2002)
O PV é um pequeno virus oncogénico, ndo envelopado, com morfologia
icosaédrica e diametro variavel de 55-60nm. O capsideo apresenta 72 capsOmeros,
formado pelos pentameros de 360 cépias de uma proteina designada L1, além de 12

copias de outra proteina, denominada L2, (Baker et al., 1991; Modis et al., 2002) que
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atravessa o capsideo e liga-se ao genoma viral. O &cido nucléico apresenta-se como um
DNA circular de dupla fita, com massa molecular de 5,0 x 10° daltons e tamanho de
cerca de 8kpb (Stringfellow et al., 1988, de Villiers et al., 2004). As histonas celulares
condensam o genoma viral em um minicromossomo (Howley, 1996; Modis et al.,
2002). Este genoma é constituido de 10 sequéncias abertas de leitura (open reading
frames — ORF), distribuidas em duas regides principais (E e L), conforme o momento
da transcrigdo. O segmento inicial (early - E) é constituido por oito ORFs e 0 segmento
tardio (late — L) contém duas ORFs. Os genes L e E seguem um padrdo temporal de
expressao. Entre os segmentos E e L existe ainda um outro segmento denominado LCR
(long control region).

O segmento E, incluindo genes da fase precoce de transcrigdo, que representam
45% do genoma viral, codifica proteinas ndo-estruturais, necessarias para 0S processos
de controle da replicacdo e transcrigdo viral e para a transformacao da célula hospedeira.

O produto do gene E1 possui uma atividade helicase dependente de ATP,
responsavel pela fase inicial de replicacdo do DNA viral. A replicacdo do DNA viral é
iniciada ap6s a ligacdo da proteina E1 a sequéncias ricas em AT da origem de
replicacdo (Wilson et al, 2002). A proteina E2 esta envolvida no controle da transcricao
e, também, da replicacdo viral. Em baixos niveis, E2 ativa a transcrigdo viral, enquanto
que, em altas concentracdes, a transcri¢do é reprimida. Isto sugere que E2 atue como um
regulador de atividades do ciclo celular, mediadas por E6 e E7, além de contribuir para
0 ndmero de copias.

A perda da expressdo de E2 esté correlacionada com o aumento da proliferacéo
celular induzido por E6 e E7 (Hedge, 2002). A proteina codificada pelo gene E4
associa-se com a rede de queratina celular, provocando sua desestabilizacdo, o que
sugere um papel na liberacdo de particulas virais (Doorbar, 2004). A proteina E4 €
formada pelo splicing de seqiéncias de RNA codificando os cinco primeiros
aminoacidos de E1 com a janela de leitura E4, formando os transcritos E1"E4, que sdo
expressos durante todo o ciclo do PV, porém, em maior grau, nas camadas suprabasais
diferenciadas.

Além das proteinas precoces citadas, o segmento génico E do BPV codifica 3
proteinas indispensaveis para 0 processo carcinogénico sendo, por isso, designadas
oncoproteinas: E5, a principal oncoproteina viral, E6 e E7, esta Gltima desempenhando
um papel mais modesto no processo carcinogénico induzido pelo papilomavirus (Nasir
& Campo, 2008).



E5 é uma proteina hidrofébica de membrana expressa nos estagios iniciais de
infeccdo viral. Sua expressdo modifica a resposta celular a fatores de crescimento e
blogueia a expressdo na superficie de moléculas de MHC I(Complexo principal de
histocompatibilidade) (Bravo et al. 2005.). Trata-se de uma proteina viral que provoca
notavel perturbacdo nos mecanismos de inibicdo do crescimento e no controle do ciclo
celular. Seu sitio de acdo sdo os compartimentos das endomembranas da célula,
particularmente o aparelho de Golgi, onde ela liga-se a uma subunidade da ATPase H*
vacuolar. Esta interacdo provoca a inibi¢cdo da comunicacdo intercelular a partir das
junc@es gap e auséncia de acidificacdo dos endossomos e aparelho de Golgi (Faccini et
al., 1996; Schapiro et al., 2000; Borzacchiello & Roperto, 2008; Nasir & Campo, 2008).

As jungOes gap constituem canais intercelulares para mensageiros secundarios
de baixo peso molecular, importantes no controle homeostatico dos tecidos; caso uma
célula transformada esteja livre do controle fornecido pelas células normais que a
rodeiam, ela poderda proliferar descontroladamente, dando origem a um clone
transformado em expansdo. Portanto, a auséncia da comunicacdo fornecida pelas
juncbes gap nas células transformadas por papilomavirus provavelmente corroboram
para a tumorigénese impedindo o contato entre as células infectadas e as normais (Nasir
& Campo, 2008).

Por outro lado, a inibicdo da acidificagdo dos endossomos e do aparelho de
Golgi conduz a uma interrupc¢édo do processamento de proteinas celulares, resultando na
retencdo e reciclagem dos receptores de fatores de crescimento ndo degradados
presentes nos compartimentos endossémicos (Straight et al., 1995). Adicionalmente, a
proteina E5 de BPV interage diretamente com o receptor do fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF-R). Essa interacdo potencializa a mitose, tendo em vista
que ativa uma cascata de sinalizacdo intracelular e provoca uma desregulacdo
generalizada do programa de proliferacdo celular (Borzacchiello et al., 2006; Nasir &
Campo, 2008 apud O’Brien et al., 1999; Zago et al., 2004).

A proteina E6 do BPV constitui um ativador transcricional, uma vez que se
liga ao co-ativador de transcrigdo CBP/p300 e inibe sua agdo. Através dessa interagao,
E6 inibe a fungdo do supressor de tumor p53. Ademais, a proteina E6 afeta os processos
celulares envolvendo vias de trafego mediado por clatrina atraves de sua interagdo com
0 complexo AP-1 (Tong et al., 1998). Apesar disso, € importante salientar que os Xi-
papilomavirus tem o gene E6 substituido por um gene semelhante a E5 (Nasir &

Campo, 2008). Para este grupo de virus, a proteina E6 ndo é necessaria para um ciclo

5



infeccioso bem sucedido, ou mesmo para a progressao do papiloma até carcinoma, no
caso do BPV 4 (Campo, 2006).

A oncoproteina E7 coopera com E5 e E6 na transformacéo celular e, portanto, a
co-expressdo desses trés genes provoca significativo aumento na capacidade de
transformacéo viral (Bohl et al., 2001). Isto pode ser constatado quando se observa que
a auséncia da ORF E7 em mutantes resulta em uma menor eficiéncia na indugdo da
transformacéo celular (Sarver et al., 1984). O gene E7 de BPV-1 codifica uma proteina
fixadora de zinco com 127 aminodcidos. Em células infectadas naturalmente, a
expressao do gene E7 de BPV 1 € observada tanto no citoplasma quanto no ndcleo das
células nas camadas basais e inferiores da camada espinhosa, enquanto que a expresséo
de E7 em BPV 4 é observada em todas as camadas de papilomas, em todos os estagios
(Bohl et al., 2001; Anderson et al., 1997).

Recentemente foi demonstrado que a proteina E7 de BPV 1 pode inibir um tipo
de apoptose induzido pelo desprendimento celular, denominado anoikis. A inibigcdo
desse mecanismo estd parcialmente correlacionada com a habilidade das células
transformadas pela proteina E6 em se desprender com sucesso das demais células
normais (Demasi et al., 2007).

A proteina E6 dos papilomavirus humano de alto risco inativa a proteina de
supressdo de tumor p53, facilitando sua degradacdo (Howley et al. 2002). Outros
potenciais alvos celulares da proteina E6 foram identificados e, aparentemente, estdo
também envolvidos no processo de transformacdo celular. A proteina E7, entre outras
funcdes, liga-se a forma hipofosforilada da proteina do retinoblastoma (pRB),
resultando na inativacdo desta Ultima, o que permite a progresséo para a fase S do ciclo
celular. Foi demonstrado que a proteina E7 de papilomavirus de alto risco liga-se com
maior eficiéncia a pRB do que a proteina E7 dos papilomavirus de baixo risco. O
rompimento da regido E1 — E2 é necessario para o evento de integracdo ao genoma do
hospedeiro e tem como consequéncia a desregulacdo do controle transcricional dos
genes virais, mais criticamente, dos oncogenes E6 e E7 (Pefia, 2002).

O segmento L, correspondente a 40% do genoma viral, é transcrito na etapa
tardia do ciclo reprodutivo do virus e codifica as proteinas estruturais L1 (proteina
principal) e L2 (proteina menor), as quais compdem o capsideo viral. Os epitopos de
neutralizacdo imunodominantes estdo localizados na proteina L1, enquanto a proteina
L2 participa da encapsidacdo do genoma viral. A proteina capsidial L1 comp&e 90% do

capsideo e possui um peso molecular aparente de 54-58 kDa, enquanto a proteina L2
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encontra-se associada a proteina L1 e tem um peso molecular aparente de 68-76 kDa
(Frazer, 1996; Han et al., 1999; Nicholls & Stanley, 2000; Munger & Howley, 2002;
Buck et al., 2005).

A regido LCR contém elementos promotores e reguladores da replicacéo viral,
correspondendo a 15% do genoma (Campo et al., 1994). E uma area néo-codificante do
genoma viral, de aproximadamente 500-1000 nucleotideos, dependendo do tipo do
papilomavirus, situada entre o terminal 3’ da ORF tardia e o terminal 5° da ORF
precoce. Essa regido possui inimeros locais de ligacGes para os repressores e ativadores
da transcricdo, além da origem de replicacdo (Nicholls & Stanley, 2000; Munger &
Howley, 2002; Borzacchiello & Roperto, 2008). A LCR dos BPV-1, BPV-2 e BPV-5
contém 12 sitios de ligacdo a E2, enquanto que nos tipos 3, 4 e 6, sdo reconhecidos
apenas quatro sitios de ligacdo a E2. A proteina E2 é a reguladora da transcricao viral, e
sua ligacdo a LCR pode ativar ou reprimir a transcri¢do dos genes virais (Borzacchiello
& Roperto, 2008). No entanto, a LCR de BPV-4 possui mdultiplos elementos
regulatorios positivos e negativos capazes de agir independentemente da presenca de E2
(Jackson & Campo, 1995).

L2

L1

Figura 2. Mapa genémico geral dos Papilomavirus (PV)

Embora esta seja a organizagdo convencionada para o genoma viral dos PVs
(Figura 2), ha alguma variacdo quanto a presenca e auséncia de ORFs, a depender do
tipo viral considerado. Por exemplo, os genomas de BPV-3, BPV-4 e BPV-6 perderam
a ORF EB6, que foi substituida por E5 (originalmente definida como E8), enquanto que a
maioria dos tipos de PV, BPV-1, BPV-2 e BPV-5 ainda mantém esse gene
(Borzacchiello & Roperto, 2008).



2.2. Ciclo viral dos papilomavirus

Os papilomavirus que infectam animais tém tido grande importancia na
investigacdo da biologia do virus, na sua relacdo com o hospedeiro e na resposta imune
contra o virus, além de contribuirem com o desenvolvimento de vacinas anti-
papilomavirus. (Kirnbauer et al. 1996).

O ciclo de vida dos papilomavirus estd intimamente ligado a diferenciagao
epitelial, ja que se replicam no epitélio escamoso estratificado da pele e mucosas
(Campo, 1997; Stanley, 2001). A liberacdo dos virions ndo envelopados depende da
desintegracdo celular normal, tipicamente observada prdxima a superficie do epitélio. A
dificuldade de mimetizar a diferenciacdo do epitélio estratificado em culturas de células
tem sido um desafio para o estudo in vitro do ciclo viral. Dessa forma, muito do que se
sabe sobre a morfogénese deriva do estudo de versdes recombinantes das proteinas
estruturais L1 e L2 (Buck et al., 2005). Além disso, o complexo ciclo de replicacdo dos
papilomavirus dificulta a montagem de um sistema de propagagdo em laboratério que

permita a producéo de virions para fins vacinais (da Silva et al., 2001).
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Figura 3. Ciclo de infec¢do do PV. Entrada do virus no tecido epitelial através de microtrauma e
estabelecimento da infeccdo na camada basal (células com ndcleo em azul). As células de nucleo
verde indicam a expressdo das proteinas L1 e L2 para montagem dos virions que sdo liberados

posteriormente (adaptado de Lowy & Schiller, 2006).

Os papilomavirus infectam queratindcitos basais primitivos, onde sofrem trés
estagios de replicacdo. O processo infeccioso inicial ocorre na camada basal do epitélio,
através de microlesdes e/ou abrasdo, mas 0s primeiros sinais de transcricdo do genoma
viral sé aparecem cerca de 4 semanas apos a infecgdo (Buck et al., 2005). Dentro das

camadas epidérmicas basal e primeira suprabasal, o DNA viral € replicado para um
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numero de 50 a 100 codpias por celula. Durante o segundo estagio, o estagio de
manutencéo, a replicacdo do DNA viral é realizada em sincronia com a diferenciacéo
celular do hospedeiro, ocorrendo apenas durante a fase S do ciclo celular deste Gltimo.
Durante ambos os estagios, 0 DNA do PV é mantido como plasmideo epissomal nos
nucleos das células infectadas. O terceiro e ultimo estagio é o estagio vegetativo de
replicacdo viral. Este estagio ocorre apenas em tecidos com diferenciacdo terminal e
incluem tanto um aumento no nimero de cépias do genoma viral, como a expressdo dos
genes tardios e formacéo de um novo virus (Bedell et al. 1991, Campo, 1997).

Foi demonstrado que, para o papilomavirus humano, o genoma viral encontra-se
integrado ao genoma do hospedeiro nas linhagens celulares do carcinoma do colo
uterino, porém encontra-se na forma epissomal extracromossémico nas lesdes benignas
(Choo et al. 1997). Esse achado sugere que, para o HPV, a insercdo do genoma viral no
genoma da célula hospedeira é, pelo menos, uma das maneiras de desencadear o
processo maligno.

Uma caracteristica interessante apresentada pela grande maioria de tipos de PV é
a capacidade de permanecer em longos ciclos de laténcia. Apds algum dano no epitélio
infectado, ocorre a inducdo da expressdo dos genes virais resultando na formacdo do
papiloma, possivelmente pela producdo de citocinas inflamatérias e estimulacdo da
proliferacdo celular (Campo, 2006). Frequentemente, o genoma viral pode ser
encontrado no epitélio histologicamente normal, sem nenhum sinal clinico da doenca
(Ogawa et al, 2004).

2.3. A proteina L1

A ORF L1 é a mais conservada no genoma do papilomavirus, justificando o seu
uso para a identificacdo de novos tipos virais. Desta forma, os papilomavirus sao
genotipados e ndo sorotipados.

A proteina género-especifica L1 é a principal proteina do capsideo, com peso
molecular de cerca de 54-58 kDa, representando cerca de 90%, contém epitopos que
induzem anticorpos neutralizantes e, mesmo na auséncia do genoma e da proteina L2,
pode formar particulas semelhantes a virus (VLP) espontaneamente (Campo 1995,
David et al. 2001). Além de sua funcéo estrutural, L1, e provavelmente, L2, promovem
a ligagéo do virus a receptores celulares (Campo 1997). A proteina L2 por sua vez, tem
peso molecular entre 68-76 kDa (da Silva et al., 2001). Apesar de ser encontrada em
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menor quantidade, a proteina L2 é importante para o encapsidamento do genoma viral
(Roden et al., 1996), pois durante a morfogénese do virion liga-se ao DNA favorecendo
seu encapsidamento (Fay et al., 2004).

L

Proteina L2

- ‘ s
:|\ Pentamero da proteina L1

DNA dupla fita associado a histonas

Figura 4. llustracdo da estrutura viral apresentando a proteina L2 ligada ao DNA viral e
atravessando o capsideo; os mondmeros da proteina L1 organizados em pentameros formando o

capsideo; o DNA dupla fita circular condensado por histonas (Trus, et al. 1997).

A proteina L1 possui cerca de 500 aminoacidos (Belnap et al., 1996; Chen et al.,
2000), enquanto L2 possui 469 aminoacidos (aa). Os primeiros 60 aa de L2 ficam
dentro do capsidio formado por L1 e ligam-se ao DNA viral, a sequéncia de 61 a 123 aa
esta exposta na superficie do virus e a porcdo C-terminal localiza-se internamente (Liu
etal., 1997).

Existem evidéncias bioquimicas que pontes dissulfeto estabilizam o capsidio dos
papilomavirus (Sapp et al., 1995; Fligge et al., 2001). Experimentos de mutagéneses
com HPV 16 realizados por Li et al. (1998) e Sapp et al. (1998) identificaram que os
residuos Cys175 e Cys428 de L1 sdo provaveis parceiros em ligacdes dissulfeto, pois
sd0 as Unicas cisteinas expostas em L1. As interacbes inter pentaméricas ocorrem
através da porcdo C-terminal de L1, onde cada braco C-terminal invade o pentamero
adjacente (Modis et al., 2002).

Os mondmeros de L1 contém 12 B-fitas, 6 loops e 5 a-hélices (h1-h5). Estudos
realizados por Bishop et al. (2007) demonstram que as a-hélices h2, h3 e h4 localizadas
proximas a por¢do C-terminal de L1 s8o responsdveis pelas interagdes inter

pentaméricas requeridas para montagem do capsidio (Figura 5). CaracterizagOes

10



bioquimicas e estruturais de L1 mostram que as a-hélices na regido C-terminal tem
papel importante no dobramento e montagem do capsidio. As a-hélices h2, h3 e h5 séo
essenciais para o dobramento de L1 e formagdo do pentdmero, enquanto a h4 é
indispensavel para montagem do capsidio viral, devido seu papel na interacdo entre 0s

pentameros adjacentes (Bishop et al., 2007).

Figura 5. Monbmero de L1. A estrutura inclui os

aminoacidos de 20 a 474, o primeiro é indicado por N

(20) e o ultimo por C (474). Os elementos estruturais
sdo marcados, B-I para B-fitas e h1-h5 para as cinco o-

hélices. Os loops entre as B-fitas sdo indicados por B-C,

papilloma C-D, etc (Chen et al., 2000).

Figura 6. (A) Interagdo entre as a-hélices interpentaméricas. Mostra como a a-hélice 4 (h4) de cada
subunidade do pentdmero em vermelho projeta-se e permanece no arcabougo formado pelas a-hélices
h2 e h3 dos pentdmeros adjacentes; (B) Mostra com detalhes as interacfes de h4 com h2 e h3 entre 3

subunidades de pentdmeros adjacentes (Chen et al., 2000).
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Conforme seu potencial imunogénico, precisamente, por ser capaz de ativar a
resposta imune humoral, a proteina L1 é uma das mais fortes candidatas a aplicacéo de
vacinas profilaticas contra a papilomatose (Kirnbauer et al. 1992). Recentemente, foi
possivel sintetizar VLPs consistindo de L1/L2 e de uma das proteinas precoces que se
dispde internamente a estrutura do capsideo viral. Essas particulas passaram a ser
chamadas de VLP quiméricas, constituindo-se em um antigeno vacinal muito atraente,
ja que poderia ser utilizado tanto na profilaxia quanto no tratamento das lesdes
associadas ao HPV. Modelos experimentais empregando a inducao de tumores causados
por HPV 16 em camundongos comprovam sua eficacia terapéutica, o que estimulou
alguns grupos a proporem sua utilizagdo em humanos como vacinas a0 mesmo tempo
profilaticas e terapéuticas (Gissmann et al. 2002). As vacinas compostas pelas particulas
semelhantes ao virus (VLP) do HPV, produzidas em sistemas recombinantes, induzem

forte resposta humoral com anticorpos neutralizadores (Nadal et al. 2006).

2.4. Papilomavirus bovino

Os virus do papiloma bovino (BPV) tém sido associados a diversas formas de
cancer em diferentes espécies animais. Dada a intensa disseminacdo da papilomatose
nos rebanhos, a pesquisa a luz de metodologias moleculares langa novos parametros de
investigacdo, em particular, na busca por imunizacdo eficaz. Ndo apenas em vista do
grande impacto econémico, a pesquisa nesse sentido fornece subsidios para aplicacédo
dos mesmos principios para o controle ou tratamento de infec¢des pelo papilomavirus
humano (HPV) (Campo, 2002).

Figura 7. Modelo estrutural do papilomavirus bovino (Trus et al., 1997);

Seis diferentes tipos de papilomavirus bovino (BPV 1 - 6) sdo bem descritos e
caracterizados. Originalmente os BPVs foram classificados em dois subgrupos, A e B,
classificacdo esta baseada na estrutura do seu genoma e no tipo de patologia causada. O
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subgrupo A foi formado pelos tipos 1, 2 e 5, os quais eram definidos como
fibropapilomavirus por infectarem tanto o epitélio quanto a camada subdérmica,
formando fibropapilomas. O subgrupo B compreendia os tipos 3, 4 e 6, estritamente
epiteliotropicos, infectando somente as células epiteliais (queratindcitos) e induzindo a
formacéo de papilomas (Jarrett et al, 1984; Campo, 2002; Campo, 2006).

Recentemente, os papilomavirus foram re-classificados seguindo a nomenclatura
baseada em letras gregas, usada para outras familias virais (de Villiers et al., 2004).
Dessa forma, de acordo com a nomenclatura atual, que leva em consideracdo as
propriedades bioldgicas e organizacdo do genoma, os epiteliotropicos (BPVs 3, 4 e 6)
sdo definidos como Xi-papilomavirus, os BPVs 1 e 2 como Delta-papilomavirus, e o
BPV 5 é membro Unico do género Epsilon-papilomavirus (de Villiers et al., 2004). Para
identificacdo de novos tipos de PV, o gene L1 tem sido utilizado por ser o mais
conservado do genoma. Um novo PV isolado é reconhecido como tal se a sequiéncia de
DNA da ORF L1 divergir em mais de 10% do tipo de PV conhecido mais proximo.
Diferencas entre 2% e 10% na homologia definem um subtipo e menor que 2% um
variante (de Villiers et al., 2004).

Ogawa et al. (2004) relataram 13 provaveis novos tipos de BPV no Japao, com
base em anélises de PCR. Recentemente, dois novos tipos de BPVs foram
caracterizados. Andlises filogenéticas baseadas na ORF L1 classificaram um isolado de
BPV no Japdo como BPV 7, originando um novo género na familia Papillomaviridae
(Ogawa et al., 2007). O BPV 8 também foi isolado no Japdo e andlises filogenéticas
foram usadas para classificar esse novo tipo no género Epsilon-papilomavirus, junto ao
BPV 5 (Tomita et al., 2007). Outros dois tipos foram isolados de lesdes no epitélio e de
acordo com a organizacdo do seu genoma e sua composi¢cdo, ambos 0S Virus sdo
filogeneticamente proximos ao BPV- 3, -4 e -6. Desta forma, os novos tipos sao
classificados no género Xi-papilomavirus e designados BPV-9 e BPV-10 (Hatama et al.,
2008).
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Figura 8. Arvore filogenética dos tipos de papilomavirus. Os semicirculos externos identificam
géneros de papilomavirus (por exenplo, alfa). Os ndmeros nos semicirculos internos se referem as

espécies. Fonte: de Villiers et al (2004).

O BPV-1 e 0 BPV-2 sdo os principais agentes de fibropapilomas cutaneos. O
BPV-1 também pode causar fibropapilomas nos tetos e no pénis e, o BPV-2,
fibropapilomas no trato digestério. O BPV-5 causa fibropapilomas em forma de gréo de
arroz no Ubere; e 0os BPV-3, 4 e 6 foram isolados de papilomas epiteliais cutaneos,
papilomas do epitélio do trato digestdrio e papiloma epitelial de tetos, respectivamente
(Campo, 1987; Bloch, 1997; Spradbrow, 1994; Campo, 1997; Schuch, 1998; van
Regenmortel et al., 2000).
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Figura 9. Arvore filogenética apresentando

a disposi¢do dos grupos de papilomavirus

o Delta bovinos. Fonte: Hatama et al (2008).

O BPV ¢ adquirido por inoculacdo cutanea direta ou por solucbes de
continuidade da pele. A replicacdo viral ocorre nas células basais do epitélio
estimulando a divisdo celular, hiperproliferacdo e também induzindo o crescimento
excessivo dessas células, formando as verrugas ou papilomas que geralmente regridem
sem causar problemas clinicos em seus hospedeiros. O BPV induz tumores benignos e,
eventualmente, quando fatores genéticos ou ambientais estdo envolvidos, pode resultar

em conversdo maligna (Campo, 1987; Stringfellow et al., 1988).

Figura 10. Representacdo da papilomatose bovina (A e B), cancer no trato gastrointestinal superior (C) e cancer
na bexiga urinaria (D) (adaptado de Campo, 2002; Borzacchiello, 2008).
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Dependendo da intensidade das lesGes, poderdo ocorrer debilitacdo e alteragdes
funcionais organicas ocasionadas pelos tumores. InfeccBes bacterianas secundarias
podem resultar em perda de condi¢édo corporal. A supuracdo das verrugas traumatizadas
pode resultar em dermatite necrotica. A hemorragia e miiase de verrugas traumatizadas
também ndo sdo incomuns e podem resultar na morte do animal. Interferéncias na
lactacdo e no coito também séo relatadas, devido a obstrucdo fisica. A mastite, devido a
infeccdo ascendente e o trauma de papilomas maultiplos na base da teta foram relados
como possiveis causas de perda produtiva nos animais (William et al., 1992). A doenca
é cosmopolita e, em determinadas formas, acomete principalmente animais de até 2
anos de idade, embora todas as faixas sejam atingidas (Mello & Leite, 2003). Para a
transmissdo da forma cuténea, é necessario haver solucdo de continuidade na pele e a
infeccdo pode ocorrer por contato direto (animal-animal) ou indireto (fomites).

Foram descritas lesdes neoplasicas na bexiga e no trato digestdrio superior de
bovinos também associadas com a infeccdo pelo BPV-2 e BPV-4, respectivamente, em
associacdo com cofatores oncogénicos presentes numa espécie de samambaia
(Pteridium aquilinum) (Campo et al. 1992, Borzacchiello et al. 2001) largamente
distribuida nos trépicos. Historicamente, devido a forte associacdo geografica que existe
entre a presenca da samambaia nas pastagens e o aparecimento da hematiria enzodtica
(HE), esta doenca sempre esteve associada com a alimentacdo dos bovinos em

pastagens infestadas por esta planta.

Figura 11. Fotografia de samambaia da
espécie  Pteridium aquilinum, por Russ
Kleinman & Adela Lente, 27 de junho de 2007

No Brasil, a papilomatose bovina é um grave problema econdmico para 0S
criadores, existindo regides em que a papilomatose € endémica (Vale do Paraiba — SP).
Na regido Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco (regido da Zona da Mata), a
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incidéncia de papilomatose bovina é muito alta provocando grandes perdas econdmicas
para os criadores, podendo atingir 30% do plantel em algumas propriedades, de acordo
com a Sociedade Nordestina de Criadores de Gado. A papilomatose cuténea geralmente
estd relacionada aos BPVs 1, 2, 3, 5 e 6, sendo os tipos 3, 5 e 6 restritos ao Ubere
(Campo, 1997; 2002).

O DNA do BPV-2 ja foi detectado em amostras de sangue total (Stocco dos
Santos et al., 1998; Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007), em tumores de bexiga de
animais exibindo sinais clinicos de HE, assim como em tecido do trato reprodutivo e em
gametas (Carvalho et al. 2003, Wosiacki et al. 2005, 2006; Yaguiu et al, 2006; Freitas et
al., 2007)). O quadro anatomopatoldgico da HE caracteriza-se por lesées hemorrégicas e
hiperplasicas da mucosa vesical que, com freqliéncia, evoluem para neoplasias (Olson et
al.,, 1959; Polack, 1990; Campo et al., 1992; Durdo et al., 1995). As primeiras
manifestacdes clinicas da HE ocorrem em animais adultos, apds um longo periodo de
exposicdo a samambaia. A HE pode ainda ocorrer em associacdo com neoplasias do
trato digestorio. Esta forma clinica estd também etiologicamente associada a infeccao
pelo BPV-2 (Rajendran et al., 1983; Hopkins, 1986; Durao et al., 1995).

A presenca do BPV-2 em papilomas e carcinomas na bexiga de bovinos,
associados a HE, foi inicialmente sugerida com base na detec¢do de corpusculos de
inclusdo, caracteristicos do virus, em células tumorais. Posteriormente foi relatado que
tumores de bexiga induzem lesBes similares quando injetados em animais saudaveis e
que animais com carcinoma do trato digestdrio apresentam alta prevaléncia de
papilomas na regido tumoral. No entanto, as toxinas da samambaia também sdo capazes
de produzir tumores em animais de laboratério livres da infeccdo pelo BPV-2, e este,
isoladamente, foi capaz de produzir neoplasias na bexiga de bezerros que ndo tinham
acesso a samambaia (Hopkins et al. 1990).

Resultados de varios experimentos confirmaram que tanto o virus quanto a
samambaia estdo envolvidos na carcinogénese da bexiga (Jarrett, 1978; Pachauri;
Sharma; Joshi, 1981; Hopkins, 1986; Moura et al., 1988; Polack, 1990, Campo et al.,
1992; Santos et al., 1998). Reddy e Fialkow (1983) descreveram que, diferentemente
das indugbes por carcindgenos isolados, 0 BPV induz a iniciacdo e a promocdo dos
tumores em conjunto com compostos da samambaia. A rota da infeccdo do BPV-2 para
a bexiga ainda ndo é conhecida, mas ja foi comprovado que o BPV-2 pode ser

transmitido de forma vertical (Stocco dos Santos et.al., 1998).
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Apesar de poucos estudos envolvendo o BPV-2 terem sido realizados em bexiga,
a partir de casos de HE, existe uma ligacdo etioldgica entre os compostos toxicos da
samambaia e 0 BPV-2. A andlise citogenética de células do sangue periférico de
animais alimentados em pastagens infestadas com samambaia demonstra aumento
significativo na frequéncia de aberracbes na estrutura dos cromossomos, quando
comparados com animais em pastagens ndo infestadas. Como os linfocitos sdo os
provaveis alvos da infeccdo latente pelo BPV, sugere-se que o virus possa contribuir
com a producdo de anormalidades cromossdmicas nestas celulas (Moura et al., 1988;
Santos et al., 1998). O DNA do BPV-2 ja foi detectado em tumores de bexigas, tanto de
origem natural quanto induzido experimentalmente, sugerindo que o virus presente na
forma latente possa estar envolvido em transformacdes malignas (Stocco dos Santos et
al., 1998; Borzachiello et al., 2001). Acredita-se que a imunodepressdo ativa o
papilomavirus latente, provocando lesdes pré-malignas e que o sinergismo entre o virus
e fatores co-carcinogénicos resulte na progressao tumoral. Esta reativacdo pode ocorrer
pela imunodepressdo causada por compostos da samambaia ou trauma fisico,
manifestando-se clinicamente por verrugas de pele e tumores de bexiga.

Campo et al. (1992), utilizando a hibridacdo de Southern Blot, encontraram o
DNA do BPV-2 em 46% (7/15) dos casos naturais de tumores e em 69% (9/13) das
lesbes induzidas experimentalmente, sugerindo estreita associagdo entre este virus e as
neoplasias da bexiga de bovinos. Paralelamente, o DNA do BPV-2 também foi
detectado em animais de experimento, mantidos em isolamento, que ndo foram
inoculados com este virus, ou que foram desafiados com um outro tipo de
papilomavirus. Estes resultados sugerem que o BPV pode persistir na forma latente e
ser ativado quando o animal é exposto a fatores co-carcinogénicos e imunodepressivos
da samambaia. Em contraste, 20% dos animais controle também apresentaram o BPV-2.
Estes dados sdo semelhantes aos descritos nos papilomas associados com o céancer
genital em humanos. Com a comprovagdo do envolvimento do BPV-2 na etiologia da
HE, abrem-se a perspectiva do emprego de vacinas especificas no controle

imunoprofilatico desta importante doencga dos bovinos (Hopkins, 1986; Polack, 1990).
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2.5. Resposta Imune ao Papilomavirus Bovino

A resposta imune dos bovinos ao BPV é muito pobre (Campo, 1998). Animais
podem carregar tumores grandes, produzindo virus ativamente em grandes quantidades,
mas ndo respondem facilmente aos antigenos de BPV durante o curso da infeccdo e
anticorpos anti-BPV sdo raramente detectados. A falha do sistema imune em reconhecer
tanto o virus infectante como a progénie viral, é devido ao fato do ciclo de vida do virus
ser restrito ao epitélio e ndo existir contato com o sistema imune do hospedeiro (O'Brien
& Campo, 2002; Tindle, 2002).

Fortes evidéncias indicam que o processo de regressdo dos papilomas seja
mediado por uma resposta imune celular, enquanto que a protecdo contra a infeccao seja
devida a anticorpos neutralizantes (Campo, 1997b). Animais com tumores ulcerados e
hemorragicos tém niveis altos de anticorpos anti-BPV e uma boa resposta humoral pode
ser obtida ap6s a inoculagdo intramuscular de virus purificados ou proteinas virais,
confirmando que apenas quando o papiloma é danificado ou via imunizagdo, antigenos
virais entram em contato com células imunes. Em estagios tardios de infeccéo, pode-se
observar uma resposta celular e humoral fraca, contra proteinas do capsidio e/ou contra
a proteina transformante E7, a qual parece esta associada com a rejeicdo do papiloma
(Campo, 1998).

Alguns tipos de HPV, principalmente os de alto risco, empregam diversas
estratégias para escapar do sistema imune do hospedeiro, como a producdo de baixos
niveis de proteinas virais. Outros estudos demonstram que os HPV sdo capazes de
alterar as respostas do sistema imune inato, diminuindo a expressdo e inibindo a fungéo
de genes induzidos por interferon. Os interferons tipo I, a e B sdo citocinas produzidas
por células infectadas por virus em resposta ao reconhecimento de componentes virais.
Entre suas acOes, estdo a sinalizacdo para a interrupcao do ciclo celular e acionamento
de vias apoptéticas. (Mims, 1985)

A pobre resposta imune contra 0 BPV é provavelmente a principal razdo para
persisténcia da infecgdo, até mesmo em hospedeiros imunocompetentes, os papilomas
persistem por muitos meses antes que a regressdo aconteca. Recentemente, tem se
tornado claro que, além da imunoevasao passiva, devido ao ciclo de vida do virus ser
confinado ao epitélio, os papilomavirus tém desenvolvido vias ativas para esquivar-se

do sistema imune do hospedeiro. Entre elas encontra-se a down-regulation (menor
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expressao) do Complexo Maior de Histocompatibilidade de Classe | - MHC | (O'Brien
& Campo, 2002).

O MHC | é responsavel pela apresentacdo de peptideos antigénicos a células-T
efetoras, e desempenha um papel critico na vigilancia imune (Gromme et al., 1999). A
down-regulation do MHC | € realizada pela acdo da proteina E5 do BPV, a qual impede
o transporte do MHC | para superficie da célula, sequestra 0 MHC | no aparelho de
Golgi e reduz a transcricdo do gene da cadeia pesada do MHC | (Ashrafi et al., 2002;
Marchetti et al., 2002; Araibi et al., 2006).

2.6. Vacinas e virus-like particles

Segundo Hopkins (1986), futuras possibilidades de imunoprofilaxia das lesdes
causadas pelos papilomavirus devem incluir o uso de vacinas, que teriam grande
importancia econdmica para regides de pecudria bovina onde a papilomatose bovina
constitui um problema sanitario. Paralelamente, uma técnica vacinal para BPV
forneceria principios semelhantes de aplicacdo em seres humanos, especificamente, na
profilaxia das variantes do papilomavirus humano, tendo nos animais um modelo
experimental véalido.

Inicialmente, dois tipos de vacinas foram considerados: i) vacinas profilaticas
que produziriam anticorpos virus-neutralizantes prevenindo a infeccdo e ii) vacinas
terapéuticas que induziriam a regressao das lesdes ja estabelecidas antes do inicio da
progressdo maligna (Campo, 1991; Campo 1995; Jarrett, 1994). O primeiro estudo com
a vacinagdo contra diferentes tipos de BPV foi realizado por Jarrett et al. (1990), que
sugeriram que a imunidade para o papilomavirus € tipo-especifica. A clonagem das
proteinas L1 e L2 do BPV-2 foi empregada para a producéo de vacinas tanto profilaticas
quanto terapéuticas (Jarrett et al., 1991; Campo, 1995). As vacinas compostas pela
proteina L1, devido a suas caracteristicas antigénicas similares as dos virions nativos,
preveniram a formacdo de tumores quando administradas antes do desafio. Ja as vacinas
compostas pela proteina L2 promoveram a rejeicdo dos tumores, independente se a
administracdo foi realizada anterior ou posteriormente ao desafio. Animais vacinados
com a proteina L1, mas ndo com a L2, responderam rapidamente com a producao de
anticorpos séricos neutralizantes, mostrando que este peptideo contém epitopos que

especificamente ativam os linfécitos B. A grande infiltracdo de linfocitos nos tumores
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dos animais vacinados com a proteina L2 sugere que 0s determinantes antigénicos deste
peptideo sdo mais especificos na ativacao de linfocitos T. (Campo et al. 1991)

A vacina autdgena, preparada com homogeneizado de verrugas, tem sido usada
em bovinos e outras espécies animais. Em alguns casos as lesbes podem regredir
espontaneamente, mas alguns experimentos ja indicaram os efeitos desta imunizagédo
podem ser variados, a depender do tipo de verruga utilizado no preparo e o periodo em
que se encontra o ciclo viral (Pachauri et al., 1981). Outra possibilidade ainda mais
promissora de vacina é destacada pela imunizacdo com particulas semelhantes ao virus
(VLPs) preparadas por clonagem dos genes das principais proteinas virais em vetores

para expressdo em células eucariotas. (Harro et al. 2001)
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Figura 12. Estrutura de VLPs para uma variedade de virus. A morfologia do capsidio e as proteinas
expressadas para obtencdo da VLP sdo ilustradas. Em cada caso a microscopia eletrénica da VLP
produzida é mostrada. Adaptado de (Noad & Roy, 2003).

As virus-like particles (VLPs — particulas semelhantes ao virus) sdo estruturas
protéicas com morfologia similar aos virions intactos, e sdo obtidas a partir da
expressao de proteinas do capsidio viral, que espontaneamente levam a montagem de
estruturas similares aos virus auténticos (Zhou et al., 1991; Kirnbauer et al., 1992,
1993). As VLPs ndo sdo infecciosas ou oncogénicas, portanto, sdo candidatas atrativas
para o desenvolvimento de vacinas profilaticas contra os papilomavirus (da Silva et al.
2001).
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Virus ndo envelopados que expressam uma ou duas proteinas principais em seus
capsideos representam os modelos cujas VLPs apresentam-se mais similares ao virus
intacto, devido a simplicidade de sua estrutura. Vacinas contra hepatite B foram um dos
primeiros produtos contendo VLPs sintetizadas, produzidas a partir de proteinas
recombinantes em sistemas de expressdo controlados (McAleer et al., 1984). Outras
doengas que sdo alvo para imunizacdo com VLPs sdo gastroenterites (Tacket et al.,
2003), hepatite C (Lechmann et al., 2001) e maléria (Oliveira-Ferreira et al., 2000).

Diversos estudos baseados em modelos animais mostraram que a imunidade
humoral é um fator chave na prevencédo da infeccdo por papilomavirus (Breitburd et al.,
1995; Kirnbauer et al., 1996). A transferéncia passiva de soro contendo anticorpos
gerados contra VLPs para animais ndo imunizados confere protecdo ao desafio com o
virus nativo, o que demonstra a protecdo proporcionada por anticorpos neutralizantes
(Breitburd et al., 1995); uma vacinacdo com VLPs de papilomavirus por diferentes
métodos pode induzir titulos de anticorpos neutralizantes tipo-especificos (IgG e IgA) e
proteger eficientemente animais e humanos da infecgdo por papilomavirus (Xu et al.,
2006). As proprias VLPs sdo boas adjuvantes e podem induzir uma forte resposta de
células T- helper. Varios estudos tém demonstrado que VLPs também podem ativar
células dendriticas (DCs) (Bontkes et al., 2005). As DCs sdo uma familia de células
apresentadoras de antigenos (APCs), com uma capacidade Unica de iniciar e modular
uma resposta imune mediada por células.

Animais vacinados com VLPs de L1 dos papilomavirus homdlogos
(papilomavirus de coelho, canino e bovino) foram protegidos frente a desafio
experimental, o que evidenciou que uma vacina contra 0 HPV baseada em VLPs seria
um candidato atraente para a profilaxia das doencas associadas a este virus (Breitburd et
al. 1995; Campo, et al. 1994). Abrem-se, dessa forma, parametros de homologia para o
estudo do emprego de VLPs contra o HPV, com base em resultados obtidos na
construcao de VLPs contra o BPV.

2.7. Leveduras Pichia pastoris como Sistema de Expressdo Heterdlogo

Os sistemas de expressdo procariotos tém como maior vantagem de producéo o
baixo custo, entretanto, ndo realizam as modificacdes pos-traducionais necessarias e
pode haver liberacdo de endotoxinas durante a purificacdo da proteina. Além disso, a

proteina heteréloga pode ficar retida em “corpos de inclusdo”, o que torna o processo de

22



recuperacdo/purificacdo mais trabalhoso (Montor & Sogayar, 2003; Billman-Jacobe,
1996; Makrides, 1996; Brown, 2003; Pelczar et al., 1996).

Os sistemas de expressdo eucariotos ndao se resumem apenas as leveduras, ha
também células de mamiferos, plantas e insetos. Porém, quando baseados em células de
mamiferos, apesar das proteinas serem processadas corretamente e indistinguiveis das
versdes ndo-recombinantes, apresentam crescimento lento, meios caros, baixo nivel de
expressdo e processo de purificagdo complexo (Brown, 2003). O sistema que utiliza
células de insetos € relativamente facil de manter e com menor custo em comparagédo
com as células de mamifero, mas ainda assim, a manipulacdo e manutengdo sdo mais
complexas se comparadas as células de levedura e bactéria, que também s&o sistemas de
cultivo mais baratos (Montor & Sogayar, 2003; McCarroll & King, 1997).

Sistemas de expressdo em leveduras oferecem vantagens consideraveis em
relacdo a sistemas procaridticos ou a outros sistemas eucarioticos. Leveduras ndo
exibem particulas pirogénicas, sdo capazes de secretar proteinas e de realizar processos
pos-traducionais relacionados a secrecdo (Gellissen et al. 2005). Como um sistema
microbiano eucariotico, combina a facilidade de manipulacdo genética e crescimento
relativamente rapido a altas densidades celulares em meios relativamente simples
(Gellissen et al. 2000). Leveduras possuem genoma de pequeno tamanho, o que
simplifica analises moleculares e genéticas.

A levedura Pichia pastoris € um ascomiceto homotalico, que normalmente
encontra-se hapldide no estado vegetativo e multiplica-se por brotamento multilateral.
Pode ser manipulada por métodos genéticos classicos e, diferentemente de linhagens
homotalicas de S. cerevisiae (as quais sdo dipldides), permanece hapléide a ndo ser que
seja forcada a cruzar, como em cultivos com limitacdo de nitrogénio (Cereghino &
Cregg, 2000; Gellissen et al., 2005). A Companhia Petrolifica Phillips foi a primeira a
desenvolver meios e protocolos para o crescimento de Pichia pastoris em metanol, em
cultura continua, de altas densidades celulares (maior que 130 g de peso seco celular).
Durante a década de 70, P. pastoris foi avaliada como uma fonte potencial de simples
proteina celular devido a habilidade desta levedura de aproveitar metanol como sua
unica fonte de carbono. Infelizmente, a crise do 6leo dos anos 70 aumentou
dramaticamente o custo do metano (fonte de metanol). Simultaneamente, o preco da
soja, principal fonte alternativa de ragcdo animal, caiu. Por isso, a economia da producao
de simples proteina celular a partir do metanol se tornou altamente desfavoravel
(Davidson, 1995).
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Entretanto, na década seguinte, a Companhia Petrolifica Phillips, junto ao
Instituto de Biotecnologia/ Associados Industriais Salk Inc. (SIBIA, La Jolla, CA,
USA), estudaram P. pastoris como um sistema de expressao para proteinas heterdlogas.
O gene e o promotor para as enzimas alcool-oxidase foram isolados pela SIBIA, que
também gerou vetores, cepas e protocolos correspondentes para a manipulagédo
molecular de P. pastoris. O que, hd mais de 20 anos atras comegou como um programa
para converter o abundante metanol em uma fonte de proteina para racdo animal se
desenvolveu no que hoje constitui duas importantes ferramentas bioldgicas: um modelo
eucaridtico na pesquisa da biologia celular e um sistema de producdo de proteinas
recombinantes. A levedura P. pastoris ganhou atencdo generalizada com sistema de
expressdo por causa de sua habilidade de expressar altos niveis de proteinas heterélogas.
Como resultado, a construcdo de vetores recombinantes, métodos de transformacao,
criacdo de marcas de selecdo e métodos de fermentacdo foram desenvolvidos para
explorar o potencial produtivo deste sistema. (Rosenfeld et al, 1999)

A Corporacdo de Pesquisa Tecnoldgica (Tucson, AZ, USA) é a atual possuidora
da patente para o sistema de expressdo em P. pastoris, desde 1993, e o sistema de
expressao em P. pastoris esta disponivel na forma de kit comercial da Corporagédo
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Vérias linhagens de P. pastoris estdo disponiveis para
expressdo de proteinas recombinantes, sendo que todas elas derivam da linhagem
NRRL-Y 11430.

Como um eucarioto, Pichia pastoris tem muitas das vantagens de um sistema de
expressdo eucariético, como o processamento da proteina e modificagdo pods-
traducional, sem deixar de ser tdo facil de manipular como E. coli ou Saccharomyces
cerevisiae (Wurm & Bernard, 1999; Schatzmayr, 2001; Morton & Potter, 2000).

Esse sistema & mais rapido, mais facil e menos dispendioso de usar do que
outros sistemas de expressdo eucaridticos, geralmente apresentando maiores niveis de
expressdao. Como uma levedura, a Pichia pastoris partilha as vantagens de manipulagdes
moleculares e genéticas com as Saccharomyces, e tem a vantagem adicional de
demonstrar niveis de expressdo 10- a 100- vezes maiores para proteinas heterélogas.
Estas caracteristicas tornam a levedura P. pastoris muito Util como sistema de expressao
para proteinas (Sudbery, 1996).

A espécie Pichia pastoris demonstrou ser um hospedeiro eficiente para a
expressdo de genes heterdlogos, resultando na producdo em larga escala de uma

variedade de proteinas recombinantes (Ver anexo ) (Cereghino & Gregg, 2000).

24



Dessa forma, tem sido muito utilizada nas Ultimas décadas. E uma espécie
atrativa, também por causa de sua capacidade de usar o0 metanol como Unica fonte de
carbono e energia, exigindo um Unico conjunto de enzimas metabolizadoras de metanol,
cuja producdo é estritamente regulada (Ellis et al., 1985; Cereghino & Cregg, 2000;
Inan & Meagher, 2001; Hohenblum et al., 2004; Slibinskas et al., 2004; Aoki et al.,
2003; McKinney et al., 2004; Torres & Moraes, 2002). Entre todas as cepas
identificadas até o ano de 1995, apenas quatro géneros apresentariam esta caracteristica:
Hansenula, Pichia, Candida e Torulopsis (Farber et al. 1995).

As reacdes iniciais estdo localizadas em uma pequena organela especializada
denominada peroxissomo, enquanto 0s passos subseqiientes da cadeia do metabolismo
metilotrofico desenvolvem-se no citoplasma. O peroxissomo ancora trés enzimas
indispensaveis para esse metabolismo, a saber, a alcool oxidase, a catalase e a
dihidroxiacetona sintase (Jahic, 2003).

Conforme descrito por Cregg & Cereghino (2000), o primeiro passo para 0
metabolismo do metanol é a oxidagdo deste em formaldeido utilizando oxigénio
molecular pela enzima alcool oxidase. Além de formaldeido, esta reacdo gera peroxido
de hidrogénio. Para evitar a toxicidade ocasionada pela dgua oxigenada, essa etapa
inicial ocorre dentro do peroxissomo, que sequestra 0s subprodutos toxicos,
preservando a integridade celular. A enzima alcool oxidase tem uma fraca afinidade
para o oxigénio molecular, de modo que P. pastoris compensa esse déficit gerando
grandes quantidades dessa enzima (Gellissen et al., 2005).

Na presenca de metanol no meio, as oxidases do &lcool sdo prontamente
sintetizadas; na presenca de glicose, a producdo das enzimas € reprimida. Para um
controle tdo eficaz, os genes relacionados a transcricdo das oxidases devem ser ativados
e desligados com precisdo e devem estar subordinados a um forte promotor. De fato, 0s
promotores AOX1 e, com menor influéncia, o promotor AOX2, sdo 0S responsaveis
diretos pela ativacdo dos genes das enzimas alcool oxidases. (Cereghino et al. 2000). O
promotor pode ser desligado quando fontes de carbono em quantidades ndo limitantes,
como a glicose, causam sua repressdo no nivel transcricional, minimizando a
possibilidade de selecdo de mutantes que ndo expressem a proteina heteréloga
(Cereghino et al. 2000).

As enzimas alcool oxidase possuem baixa afinidade pelo oxigénio e esta
caracteristica € compensada pela sua maior expressdo pelo promotor AOX1 para

produzir grandes quantidades da enzima, cuja abundancia pode chegar a até 30% do
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conteddo de proteina celular total quando o metanol € utilizado como Unica fonte de
carbono. Dessa forma, o forte promotor AOX1 pode ser utilizado para direcionar a
expressdo de proteinas recombinantes em altos niveis (McKinney et al., 2004).

A expressdao heter6loga em Pichia pastoris pode ser tanto intracelular ou na
forma de produto secretado. A secrecdo exige a presenca de um peptideo sinal
indicando a proteina recombinante como alvo para a via secretora. Embora varias
sequéncias com sinais de secrecdo tenham sido utilizadas com sucesso, incluindo os
sinais nativos de secrecdo presentes em algumas proteinas heterélogas, o éxito foi
variavel. O sinal de secrecdo gerado a partir da Saccharomyces cerevisiae, conhecido
como peptideo fator o tem sido 0 mais utilizado (Cregg et al., 1993; Scorer et al., 1993).
A maior vantagem de expressar proteinas heter6logas como produtos de secrecdo € que
a levedura Pichia pastoris secreta niveis muito baixos de proteinas nativas. 1sso
representa uma vantagem para a recuperacdo e a purificacdo de proteinas a partir do
meio de crescimento da levedura, uma vez que a maior parte das proteinas presentes
serdo as heter6logas (Barr et al., 1992).

Em comparacdo com Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris pode ter uma
vantagem na glicosilacdo de proteinas secretadas porque estas nao sdo hiperglicosiladas.
As proteinas sintetizadas tanto por Saccharomyces cerevisiae e P. pastoris apresentam,
em sua maioria, sitios de glicosilacdo N-ligados para manose; no entanto, o
comprimento das cadeias de oligossacarideos acrescentados por modificacdo pos-
traducional de proteinas em P. pastoris (média de 8-14 residuos de manose por cadeia
lateral) ¢ muito mais curto do que aqueles em S. cerevisiae (50-150 residuos de manose)
(Grinna & Tschopp, 1989; Tschopp et al.,, 1987b). Além disso, o nucleo de
oligossacarideos em S. cerevisiae possui terminais para ligaces al, 3 glicano, o que
ndo ocorre em P. pastoris. Acredita-se que as ligacBes al, 3 glicano em proteinas
glicosiladas produzidas a partir de S. cerevisiae sdo 0s principais responsaveis para a
natureza hiper-antigénica dessas proteinas tornando-as particularmente inadequadas
para uso terapéutico (Daly & Hearn, 2005).

O sistema de expressdo em Pichia pastoris tem sido amplamente utilizado para
producdo de uma grande variedade de diferentes proteinas heterdlogas de diversos
organismos, entre eles estdo virus, bactérias, fungos, protistas, plantas e animais incluindo o
homem, os quais sdo listados em Cereghino & Cregg (2000) e Macauley-Patrick et al.
(2005). Entre essas proteinas destacam-se as usadas como produtos farmacéuticos para

humanos, tais como fator de crescimento ligado a insulina—1 (IGF-1) e albumina sérica
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humana,HSA (Cereghino & Cregg, 2000). Destaca-se também, a producéo de subunidades
vacinais usadas contra viroses, tais como antigeno de superficie do virus da hepatite B e

glicoproteina D do herpes virus bovino (Cereghino & Cregg, 2000).

2.8. Vetores de Expressdo pPICZA e pPICZAaw.

Existem muitos vetores comerciais disponiveis para expressdao em P. pastoris.
Alguns vetores tém sido desenhados para serem usados tanto em E. coli como em P.
pastoris. Estes contém uma origem de replicacdo bacteriana e uma de levedura, para
manutencdo do plasmidio, e marcas de selegdo para um ou ambos 0s organismos. A maioria
dos vetores de expressao tem um cassete de expressao composto por um fragmento de 0,9
kb referente a sequéncia do promotor do gene AOX1 e a sequéncia de terminagdo da
transcricdo do AOX1 (Cereghino & Cregg, 2000). O promotor AOX1 é descrito como
aquele de maior sucesso em expressao recombinante em P. pastoris. Entre 0 promotor e a
seqliéncia terminadora existe um sitio ou multiplos sitios de clonagem para insercdo da
sequéncia codificante do gene heterdlogo, caracterizando vetores da linha pPICZ. Alguns
dos vetores dessa linha possuem ainda sinais de secrecdo, que permitem a secrecdo da
proteina heteréloga. Tem sido utilizado com sucesso o sinal a-mating factor de S. cerevisiae
(Invitrogen, 2007), que codifica o peptideo pré-pro fator a, cuja fungédo é ordenar a secrecao
da proteina sintetizada.

Além de uma variedade de opgOes de enzimas de restricdo, os vetores pPICZA e
pPICZAo contam ainda com duas seqiiéncias que possibilitam duas estratégias
interessantes de deteccdo e recuperagdo da proteina heterologa produzida. Trata-se do
epitopo c-myc (Glu-GIn-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu), cuja fusdo a proteina
recombinante permite a sua imunodeteccdo pelo anticorpo anti-myc. A outra estratégia €
demonstrada pela cauda c-terminal de poli-histidina (6XHis), cujo epitopo c-terminal pode
ser detectado através do anticorpo anti-His, além de permitir a purificacdo da proteina

recombinante fusionada por meio de cromatografia de afinidade. (Invitrogen, 2007)
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Figura 13. Mapas génicos dos vetores de expressdo pPICZA e pPICZAa (Invitrogen, 2005)

Os vetores de expressdo pPICZA e pPICZAq, sdo plasmideos integrativos para
celulas da levedura Pichia pastoris, direcionados para uma sequéncia homoéloga do loci
genbmico da levedura, justamente, de transcricdo controlada pelo promotor AOX.
Portanto, esses vetores devem ser linearizados, para permitir a integracdo. Assim,
vetores de expressdo linearizados podem gerar transformantes estaveis via
recombinacdo homologa entre as sequéncias compartilhadas pelo vetor e pelo genoma
do hospedeiro (Orr-Weaver et al. 1981).

A transformacdo em P. pastoris ocorre pela integracdo do cassete de expressdo
em locus especifico e origina transformantes geneticamente estaveis. Para que isso
ocorra o cassete de expressdo/vetor é digerido em um unico sitio, que pode ser de uma
marca génica (ex., HIS4) ou do promotor AOX1. A integracdo no genoma ocorre via
recombinacdo homodloga quando o cassete de expressdo/vetor contém regides
homologas ao genoma da P. pastoris, e a integracdo pode ser via insercdo ou
substituicdo génica (Daly & Hearn, 2005).

A integragdo por insercdo ocorre em altas frequiéncias (50-80%) por eventos de

crossover (permuta) unico nos loci HIS4 ou AOX1 (Cereghino & Cregg, 2000), e
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também pode resultar em integracdes multiplas em tandem devido a eventos de

recombinacéo repetidos numa taxa de 1-10% dos transformantes (Daly & Hearn, 2005).

AOX1 or aax 1::ARG4 £ Pichia Genome (HIS4 or his4)

" AOX1 or aox1::ARG4 TT

eccalysalza

Expression Cassette

Figura 14. Cassete de expressdo. Integracdo de um cassete de expressao por inser¢do nos locus
AOX1 ou aox1:ARG4 (Invitrogen, 2007).

Eventos de integragdo por substituicdo génica ocorrem por duplo crossover
(permuta) no locus génico alvo, dando origem a transformantes de cépia Unica que sdo
geralmente mais estaveis. A substituicdo génica em P. pastoris é obtida pela digestdo do
vetor de expressdo nas regides 5’ e 3’ terminais que correspondem as regides 5’ e 3’ do
locus AOX1. A transformacdo resulta na delecéo sitio-especifica do gene AOX1, numa
frequiéncia de 5-25% dos transformantes (Daly & Hearn, 2005).

Apesar de técnicas classicas e de genética molecular serem bem desenvolvidas
para P. pastoris, poucos genes para marcas de selecdo sdo descritos para manipulacao
genética da levedura. As marcas existentes sdo limitadas aos genes da via biossintética
HIS4 de P. pastoris e S. cerevisiae, e ARG4 de S. cerevisiae, e 0 gene Sh ble do
Streptoalloteichus hindustanus, o qual confere resisténcia a droga Zeocina relacionada a

bleomicina (Higgins et al., 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do projeto é a construgdo e avaliagdo dos vetores de expressao
pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 para a producdo da proteina L1 de BPV-2 em células da

levedura Pichia pastoris

3.2. OBJETIVOS TECNICOS

A Constru¢ao dos vetores pPICZL1B2 e pPICZaL1B2

B. Transformacao de células da levedura Pichia pastoris com o0s respectivos
vetores de expressao;

C. Isolamento de clones recombinantes;

D. Anélise dos clones recombinantes quanto presenca do gene heterélogo;

E. Avaliacdo da expressdo por andlises em RT-PCR, SDS-PAGE e dot-
blotting;

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Observar a producdo da proteina L1 em leveduras Pichia pastoris
transformadas com os vetores de expressdo pPICZL1B2 e pPICZaL1B2;

B. Executar a recuperacdo da proteina L1, a partir das vias intra- e
extracelular do sistema de expressdo recombinante baseado em P. pastoris;

C. Avaliacdo da producdo intracelular e extracelular da proteina L1 de

BPV2 no sistema de expressdo baseado em células de Pichia pastoris
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

4.1.1. Linhagens de microrganismos

A linhagem DH50 de Escherichia coli (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA),
genotipo [F {proAB, laclg, lacZAM15, Tnl10 (TetR)} mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
@80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, A-araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL(StrR), endAl, nupG] possibilita a realizacdo de manipulacdes genéticas, como
propagacdo e amplificacdo de DNAs plasmidiais provenientes das ligacfes de produtos
de PCR no vetor pGEM-T e pGEM-T Easy e de clonagens do gene heterélogo nos
vetores de expressdo pPICZA e pPICZAaL1B2. A linhagem X-33 de Pichia pastoris,
também da Invitrogen, possuindo genotipo selvagem e fenétipo Mut® e His®, foi
utilizada para expressdo da proteina L1 de BPV 2. Como controle positivo da inducao
intracelular, foi utilizada a linhagem GS115/pPICZ/lacZ de Pichia pastoris
(Invitrogen), a qual produz a proteina B-galactosidase fusionada ao epitopo myc e a
cauda de poli-histidina pela extremidade carboxila. A expressdo do gene lacZ é dirigida
pelo promotor AOX1 e induzida por metanol. Para controle positivo da inducdo
extracelular, utilizou-se a linhagem GS115/pPICZo/HSA de Pichia pastoris
(Invitrogen), a qual produz a proteina albumina sérica humana fusionada ao epitopo myc

e a cauda de poli-histidina pela extremidade carboxila.

4.1.2. Plasmidios

O plasmidio pAT153, que contém o genoma completo de BPV 2 (pAT153B2),
foi empregado para obtencdo do gene L1. Os vetores pGEM-T e pGEM-T Easy
(Promega, Madison, EUA), que contém o gene Amp" de resisténcia a Ampicilina
(Invitrogen) e o gene lacZ para identificagdo de recombinantes, foi utilizado para
clonagem e propagacdo de produtos de PCR. Os vetores de expressdo pPICZA e
pPICZAo (Invitrogen), contendo o promotor AOX1, a regido de terminacdo de
transcricio AOXITT e o gene Sh ble de resisténcia a Zeocina™ (Invitrogen), foram
utilizados para expressdo da proteina L1 em P. pastoris, sendo o vetor pPICZAa
construido para a expressao extracelular por inserir o sinal de secrecdo a-mating a

proteina recombinante.
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4.1.3. Solucdes e Tampdes

Solugdo I: Glicose 50mM, Tris-HCI 25mM pH 8.0, EDTA (Acido Tetracético
Etilenodiamina) 10mM pH 8.0 (estéril); Solucdo 11: NaOH 0,2M, SDS 1%; Solucéo IlI:
Acetato de Potassio 5M; PBS (Tampao fosfato — salina): Fosfato de potassio 50mM,
NaCl 150mM pH 7,2; Solucdo tampdo TAE (tris-acetato-EDTA) 10X: Tris base
400mM, &cido acético 190mM, EDTA 10mM pH 7.6; Solucdo tampdo TBS (Tris-
salina) 10X: Tris-HCI 0.5M; NaCl 1.5M pH 7.6; para solucdo de lavagem com TBS-
Tween, diluir 1:10 e acrescentar 500 mL de Tween para 1 L de TBS 1X); Solucgéo
tampé&o de lise celular: fosfato de sdédio 50 mM (pH 7.4), PMSF 1 mM EDTA 1mM,
glicerol 5% (v/v); Tampédo de transferéncia: Tris-glicina 1X, SDS 1%, etanol 20%;
Coomassie Brilliant Blue: azul de Coomassie R250 0.3%, metanol 45% e acido acético
10%; Solucdo descorante: metanol 45%, acido acético 10%; Tampao de corrida para
SDS-PAGE 10X: Tris 0.25M, glicina 1.9M e SDS 1%.

4.1.4. Composicédo dos meios de cultura e condicdes de cultivo

Para a transformacdo de bactérias E. coli com os vetores de passagem pGEM-T
e pGEM-T Easy, foi utilizado o meio Luria-Bertani (LB: triptona 1%, extrato de
levedura 0.5% e NaCl 1%) contendo 100 pg/mL de Ampicilina. Para transformacao de
bactérias E. coli com o0s cassetes de expressdo pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2, foi
utilizado o meio Luria-Bertani Low Salt (LB Low Salt: triptona 1%, extrato de levedura
0.5%, NaCl 0.5%, pH 7.5) acrescido de 25 pg/ml de Zeocina'™. Para meio sélido,
foram acrescentados 15g/L de agar. As células foram rotineiramente cultivadas a 37°C
em agitador orbital (100 rpm).

Para transformacdo das leveduras, as células foram cultivadas em meio YPD
(extrato de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%) antes de serem submetidas ao pulso
elétrico. Para meio sélido, foram acrescentados 20g/L de agar. Apds eletroporacdo, as
leveduras transformantes foram semeadas em placas YPDS (extrato de levedura 1%,
peptona 2%, glicose 2% e sorbitol 1M; foram acrescentados 20 g/L de agar) contendo
100 pg/mL de Zeocina™. As células foram rotineiramente cultivadas a 30°C e, quando
necessario, sob agitacdo vigorosa (240 rpm).

A formacéo de biomassa foi realizada atraves do cultivo dos transformantes em
meio BMGY - Buffered Glycerol-complex Medium: extrato de levedura 1%, peptona
2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10°%, glicerol 1%,

por 48 horas ou até uma DOgqo igual a 20. As indugdes da expressdo foram executadas
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em meio BMMY - Buffered Methanol-complex Medium: extrato de levedura 1%,
peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10°%,
metanol 0.5%, adicionando-se aliquotas de metanol a cada 24 horas para uma
concentracdo final de 2%, por 5 dias (120 horas). As células foram rotineiramente

cultivadas a 28°C sob agitacao vigorosa (240 rpm).

4.1.5. Enzimas, kits e marcadores

Foram utilizados enzimas e kits da Promega Corporation: Xhol,Sall, EcoRl, e
Sacl (incluindo tampéo de reacdo ideal para cada enzima), T4 DNA ligase, kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System, kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifications
System, kit SV Total RNA Isolation System, kit Improm-11"™ Reverse Transcription
System. Foram obtidos da Invitrogen Corporation: Xgal, IPTG, RNAse, dNTPs, Taq
DNA Polimerase (Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity), Lyticase,
Zeocina™, marcador A/Hind 111, Marcador 1 Kb plus. Foram utilizados da Qiagen
Corporation (Duesseldorf, Alemanha): kit QIAprep Spin Maxiprep. O marcador
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Color Burst para eletroforese de proteinas foi

obtido da Fermentas International Inc. (Burlington, Canada).

4.1.6. Géis de agarose e SDS-PAGE

Os géis de agarose utilizados foram preparados na concentracdo de 0.8% e 1%
em TAE 1X. Para aplicacdo do material no gel, foi utilizado tampdo de amostra
(Glicerol 50%, Azul de Bromofenol 0.2% e solvente dgua miliQ). As corridas de
eletroforese foram realizadas com fonte de tensdo constante e ajustavel (entre 0-500 V).
Por fim, para visualizacdo das bandas de DNA em transiluminador de luz ultravioleta,
o0s géis foram corados com solucdo de Brometo de etideo (0.5 pg/ml).

Os géis de poliacrilamida foram preparados na concentracdo de 12.5% e
utilizando o detergente id6nico dodecil sulfato de sédio (SDS). Para aplicagdo no gel, as
amostras do extrato protéico total foram submetidas a condi¢cdes desnaturantes, sendo
aliquotadas em tampao SDS 2X contendo o agente redutor f-mercaptoetanol (BME) e
incubadas por 10 minutos a 100°C. As corridas de eletroforese foram realizadas com
fonte de tensdo constante e ajustavel, seguindo os seguintes parametros: 150 V e 25mA
por 90 minutos (para as amostras de expressdo intracelular) e 75 a 50V e 20mA por 180

minutos (para as amostras de expressdo extracelular). Foi empregado o tampédo de
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corrida para SDS-PAGE 1X. Para visualizacdo das bandas de proteinas, os géis foram

corados com Comassie Brilliant Blue e descorados com solugéo descorante.

4.1.7. Reagentes e demais materiais

Todos os reagentes utilizados para a preparacdo de solucGes e meios sdo de
origem da VETEC QUIMICA FINA LTDA e MERCK LTDA.

Materiais plasticos e vidrarias estéreis proprios para técnicas em Microbiologia e

Biologia Molecular;

4.1.8. Equipamentos

Estufa de cultura microbiana (Nova Etica®) regulada a 37°C. Termociclador
(MJ96G, Biocycler®); Bancada de eletroforese para anlise; Fonte de tensdo constante
e ajustavel (entre 0-500 V); Fonte de luz UV; Maquina fotogréafica digital especializada;
Cubas horizontais de eletroforese OmniPhor® e cuba vertical para SDS-PAGE
BioSystem®; Agitador de tubos AP56 Phoenix®; Imunoblotter Scie-Plas® acoplado a
bomba de vacuo; Camara de fluxo laminar equipada com Bico de Bunsen e lampada de
luz ultravioleta; Banho-maria com temperatura regulavel e agitacdo (Nova Etica®);
Incubadora refrigerada Shaker de bancada CT712RN Cientec® equipamentos para
laboratério; Frascos de cultivo com reentrancias Lobov®; Micro-Centrifuga refrigerada
(Vision®); Geladeira e Freezer Brastemp®; Freezer Ultra Low Temperature (-86°C)
New Brunswick Scientific®; Eppendorf® Multiporator; Eppendorf® Concentrator
plus; DNA-workstation UniEquip GmbH®; pHmetro PG1800 Gehaka®;
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4.2. METODOS

4.2.1. Clonagens

A. Desenho dos primers e Amplificagéo do gene L1 de BPV-2

O gene L1 foi inicialmente amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction —
“Reacdo em Cadeia da Polimerase™) a partir do genoma completo do BPV 2 selvagem,
clonado no vetor pAT153, cedido gentilmente pela Dra. Rita de Cassia Stocco, Lab.
Genética — Instituto Butantan, com o uso de oligonucleotideos especificos para

amplificacdo, desenhados nos seguintes moldes:

OLIGONUCLEOTIDEOS L1B2
Forward L1B2pP(EcoRl)
5 TTTTTGAATTCAWAATGTCTTTGTGGCAACAAGGC 3°
Reverse L1B2pP(Xhol)
5 TTTTTGTCGACGCTTTGATTTTTTTTCTTTTTGCAGG 3

OLIGONUCLEOTIDEOS L1B2a
Forward L1B2pPa (EcoRlI)
5 AGAATTCGCGTTGTGGCAACAAG 3’
Reverse L1B2pPa (Sall)
5> TCCGTCGACAGCTTTGATTTTTTTTC 3°

*Em negrito, sitios de restricdo das enzimas utilizadas na clonagem

Os oligonucleotideos acima inserem os sitios para as enzimas de restricdo no
gene L1B2, que facilitam a clonagem nos vetores pGEM-T, pPICZA e pPICZAa, bem

como todas as analises seguintes dos clones por restrigéo.

B. Amplificagédo do gene L1 (Taq DNA polimerase e Tag High Fidelity)

O gene L1 foi amplificado, inicialmente, utilizando-se a Taqg DNA Polimerase
para identificacdo da temperatura 6tima de anelamento, definida como a 56°C. Essa
mesma metodologia de PCR é aplicada em etapas posteriores para a detec¢do de
insertos clonados. Posteriormente, foi realizada a amplificagdo com polimerase de alta

fidelidade, Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen).
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Reagentes Volume
DNA (70ng/pL) 1pL(1:10)
Primer forward (10pM) 1.5pL (0.6 pM)
Primer reverse (10pM) 1.5uL (0.6 pM)
Tampéo 10x 2.5uL (1X)
MgCl;, (50mM) 0.5pL (1mM)
Tag comum (5U/uL) 0.5 pL (0.04U/pL)
dNTP (2mM) 0.5pL (40 pM)
Agua 17uL
Total 25 L

Quadro 1. Componentes da PCR para amplificacdo do gene L1 com enzima Tag comum;

Descricdo das etapas do programa no termocilador: Desnaturacéo inicial a 94°C por
1°; 35 ciclos de 94°C por 20, 56°C por 20°° e 68°C por 1°30’’; extensdo final a 68°C

por 5°.

Reagentes Volume
DNA (70ng/pL) 5uL(1:10)
Primer forward (10pM) 2pL (0.4 pM)
Primer reverse (10pM) 2pL (0.4 pM)
Tampéao 10x 5uL (1X)
MgSO, (50mM) 2uL (2mM)
Taq HiFi 0.2 pL (0.04U/pnL)
dNTP (2mM) S5puL (0.2 pM)
Agua 28.8uL
Total 50 pL

Quadro 2. Componentes da PCR para amplificagdo do gene L1 com enzima Taq High Fidelity;

Descricdo da ciclagem térmica: Desnaturagdo inicial a 95°C por 3’; 35 ciclos de 94°C

por 1°, 58°C por 30>’ e 72°C por 30°’; extensdo final a 72°C por 2’.

Gene L1

pAT1S3BPV-2

PCR

Fragmento L1 amplificado

PAT153BPV-2

Figura 15. llustracdo da amplificagdo do fragmento L1 do genoma de BPV-2, presente no vetor pAT153
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C. Purificacao e ligacao do gene L1 no vetor de clonagem pGEM-T

O material amplificado foi purificado através do kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) e usado em uma reacdo de ligacdo ao vetor pGEM-T
(Promega), cujo tamanho é de 3Kb, conforme o célculo abaixo:

Célculo Vetor-inserto, relacdo molar de 5:1:

ng do vetor x tamanho em Kb do inserto x 5 = ng do inserto necessaria
tamanho em Kb do vetor

A reacdo esté detalhada na Tabela 3:

Reagentes Volume
Vetor pGEM T (50ng) S5pL
L1 amplificado (100ng) 1.25uL
Enzima T4 ligase 0.5uL
10u/pL
Tampéo 10x 4uL
Agua 9.25uL
Total 20 pL

Quadro 3. Componentes da reacéo de ligagdo para montagem vetor pGEM-T carregando o gene L1;

L1l
e kA

pGEMLI1B2

Figura 16. llustracdo da ligacdo do fragmento L1 de BPV-2 no vetor pGEM-T

Apo6s incubacgdo de 16 horas em temperatura de 14°C, o produto da ligagdo foi
usado como agente transformante de células de Escherichia coli linhagem DH5a,
previamente tratadas segundo o protocolo Sambrook de 1989 para preparo de células

competentes descrito no proximo subtopico.
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D. Transformacéo de E. coli

A linhagem a ser transformada foi inoculada em 50 mL de meio LB para
crescimento por 16 horas a 37°C, com agitacdo. Apoés este periodo, realizou-se o pré-
inéculo com 1 ml da cultura em novo erlenmeyer contendo 500ml de LB para
crescimento a 37°C, com agitacdo até atingir uma DO Ae00 de 0,5. Uma aliquota de
250ml de cultura foi centrifugada a 5000rpm por 5 min, e 0°C. O pellet obtido foi
ressuspendido em 30ml de solucdo gelada de CaCl2 (100mM) e incubado no gelo por
30min. Nova centrifugacdo a 5500rpm por 7min foi realizada para ressuspensdo das
células em 5ml de solucdo CaCl2 100mM, 15% de glicerol bem gelados. Aliquotas de
250pl de células competentes foram armazenadas em freezer -80°C.

Para a transformacdo, 0,5ug de DNA, 25ul de tampéo de transformacéo e 50pl
das células competentes foram incubados no gelo por 30min com posterior chogue
térmico a 42°C por 5min. Apds 1min no gelo foi acrescentado 800 ul de LB para
recuperacdo das células por 1 hora a 37°C. As células assim transformadas foram
posteriormente semeadas em placas de meio de cultura Luria-Bertani (LB) (Extrato de
levedura 0,5%; Peptona de caseina 1%; NaCl 1%; Agua destilada); Agente
antimicrobiano correspondente ao vetor utilizado (vetor pPGEM-T, agente ampicilina em
concentracdo 100 pg/ml), contendo X-gal (20 mg/ml), IPTG (40 pg/ml) e ampicilina
(100 pg/ml), e deixadas a 37°C, por 16-24 horas para crescimento dos transformantes.
As colbnias que se mostraram resistentes ao antibiotico caracterizaram 0s possiveis

clones.

E. Mini-extracdo plasmidial

Para extracdo plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. A cultura foi
crescida a 37°C em 20 ml de meio LB + antibidtico por 16 horas. Apos este periodo foi
feita uma centrifugacdo da cultura em tubo de 1,5ml, por 1min, 4°C a 14000rpm.
Depois de obtido o pellet bacteriano, 0 mesmo foi ressuspendido em 100ul da Solucéo |
gelada (glicose 50mM, Tris-HCI 25nM pH 8, EDTA 10mM pH 8) para dispersdao em
vortex e posteriormente, misturado por inversdo com 200ul da Solucéo 11 (NaoH 0,2N e
SDS 1%) para lise das células. A Solucdo Il (acetato de potassio 5M, acido acético
glacial e agua destilada) foi adicionada (150ul) para precipitacdo de proteinas e DNA
gendémico no tubo que foi mantido no gelo por 3-5min. Logo apds, realizou-se uma

centrifugacdo a 14000rpm por 5min e 4°C. para recupera¢gdo do sobrenadante em um
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novo tubo. Foi acrescentado 2 volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente e
centrifugado a 14000rpm, 10min. Foi realizada remocéo do sobrenadante e obtengéo do
pellet, que foi adicionado de 1 ml de etanol 70% gelado para lavagem através da
centrifugacdo por 5-10min. ApoOs remocdo do sobrenadante e secagem do pellet na
estufa (37°C), ele foi ressuspendido em 50ul de agua MilliQ, contendo RNAse
(20pug/ml), incubado por 1 horaa 37°C. O estoque da extracédo foi a -20°C.

Os recombinantes foram analisados quanto a presenca da constru¢cdo pGEM-
L1B2, através de miniprep, PCR e digestdo com enzima EcoRI (Promega) que lineariza

a construcéo.

F. Digestao dupla dos clones pGEM-TL1B2

Uma vez reconhecidos os clones portadores da constru¢cdo pGEM-L1B2, por
PCR para deteccdo do gene L1 e por digestdes que linearizam o vetor mais o inserto,
correspondendo a altura de 4.5 Kb no gel de agarose, realizou-se um novo indculo dos
clones, desta vez, para mini extracdo plasmidial para fins de subclonagem. Por digestéo
dupla, a 37°C de incubacdo, o inserto foi devidamente liberado do seu respectivo vetor
e, em seguida, purificado pelo uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Digestdo dupla dos clones pGEM-TL1B2 para posterior clonagem em
pPICZA

Reagentes Volume
Fragmento L1 (100ng) 8uL
Enzima Eco RI 20u/puL 1uL
Enzima Xhol 20u/ pL 1uL
Tampéo 10x 2uL
BSA 0.2 uL
Agua 7.8uL
Total 20 pL

Quadro 4. Componentes da reacdo de digestdo do fragmento L1 para subclonagem em pPICZA;
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Digestdo dupla dos clones pGEM-TL1B2 para posterior clonagem em

pPICZAaL1B2

Reagentes Volume
Fragmento L1 (100ng) 8uL
Enzima Eco RI 20u/pL luL
Enzima Sal | 20u/ pL 1uL
Tampéao 10x 2uL
BSA 0.2 uL
Agua 7.8uL
Total 20 pL

Quadro 5. Componentes da reacdo de digestdo do fragmento L1 para subclonagem em pPICZAa.

G. Subclonagem do gene L1B2 nos vetores de expressdo pPICZA e
pPICZAa

Paralelamente, os vetores pPICZA e pPICZAa foram também digeridos com as
enzimas ja citadas na expectativa de linearizar e disponibilizar os dois sitios para

posterior ligagdo com o inserto L1.

Reagentes Volume
Vetor pPICZA (50ngQ) 8uL
Enzima Eco RI 20u/puL 1uL
Enzima Xholl 20u/ pL luL
Tampéo 10x 2uL
BSA 0.2 uL
Agua 7.8pL
Total 20 pL

Reagentes Volume
Vetor pPICZAa (50ng) 8uL
Enzima Eco RI 20u/pL luL
Enzima Sal | 20u/ puL 1uL
Tampéo 10x 2uL
BSA 0.2 uL
Agua 7.8uL
Total 20 pL

Quadros 6 e 7. Componentes das reacdes de digestdo dos vetores pPICZA e pPICZAa para subclonagem do fragmento
L1;
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Ligacdo do L1BPV-2 com os vetores de expressio pPICZA e pPICZAaq.

C Sall l Ll |

pPICZAa — pPICZAc¢L1B2

Figura 17. llustragdo da ligacdo do fragmento L1 de BPV-2 ao vetor pPICZAqa. Em destaque, sitios complementares de
EcoRI (em vermelho) e de Sall (em amarelo);

Reagentes Volume
Vetor pPICZA (50ng) S5pL
Fragmento L1(100ng) 1.5uL
Enzima T4 ligase 1uL
10u/pL
Tampéo 10x 4uL
Agua 8.5uL
Total 20 pL

Reagentes Volume
Vetor pPICZAa (50ng) S5uL
Fragmento L1(100ng) 1.5uL
Enzima T4 ligase luL
10u/pL
Tampéao 10x 4ulL
Agua 8.5uL
Total 20 pL

Quadros 8 e 9. Componentes das rea¢des de ligagdo dos vetores pPICZA e pPICZAa ao fragmento L1;

Apos a incubacdo por 1 hora em temperatura ambiente (24°C) e 16 horas
(overnight) a 12°C, o produto da ligacdo foi usado como agente transformante de
células de Escherichia coli linhagem DH10a, previamente tratadas segundo o protocolo
de preparo de células competentes. Apos o procedimento de transformacao, ja descrito
em etapas anteriores, as células foram plagueadas em meio solido LB low salt; com

antibiotico zeocina (marca de resisténcia do vetor pPICZ,) em concentragéo 25 pg/ml.
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Apobs incubacdo por 16 horas a 37°C, as colbnias resistentes a zeocina foram

estriadas em uma nova placa de LB low salt, e incubadas a 37°C por 16 horas.

H. Analise dos clones pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 (PCR de colbnia,
digestdo plasmidial e sequenciamento)

Para proceder a analise dos clones pPICZAL1B2 e pPICZAoL1B2, optou-se por
realizar PCR de colbnias, onde é possivel detectar o inserto L1B2 diretamente de uma
amostra, caso esteja presente em alguma colbnia na cultura. Para isso, € necessario
submeter uma suspensdo da coldnia isolada, a uma temperatura de 95°C por 5 minutos,
com o0 objetivo de fragmentar a parede bacteriana pelo calor, liberando o material
genético. Apos essa etapa preliminar, o protocolo segue semelhante a PCR ja citada

(subtdpico B.)

Reagente Volume
Suspenséo de colbnia 5uL
Primer forward (10pM) 1.5pL (0.6 pM)
Primer reverse (10pM) 1.5pL (0.6 pM)
Tampéao 10x 2.5uL (1X)
MgCl; (50mM) 0.5pL (ImM)
Taqg comum (5U/pL) 0.2 pL (0.04U/pL)
dNTP (2mM) 0.5uL (40 pM)
Agua 12uL
Total 25 puL

Quadros 10. Componentes da PCR de col6nias portadoras das constru¢des pPICZAL1B2 ou pPICZAalL1B2;

Descricdo da ciclagem térmica: Desnaturagdo inicial a 94°C por 1°; 35 ciclos de 94°C
por 20°°, 56°C por 20°” e 68°C por 1°30°’; extensdo final a 68°C por 5°.

Os clones assim detectados foram selecionados para crescimento, extracao
plasmidial e, em seguida, digestio com as enzimas previamente citadas para
linearizacdo da construcdo, através da qual se verifica no tamanho esperado para 0s
vetores de expressao contendo o inserto, e digestdo dupla para liberagdo completa do

inserto presente na construcao, no tamanho correspondente.
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1l

EcoRI
Digestio EcoRI P

pPICZAcL1B2 >

pPICZAuL1B2

Figura 18. llustragdo de uma digestdo com EcoRI a qual foi submetida a construgdo pPICZAaL1B2, na qual espera-se
o tamanho de 5,1Kb, correspondentes a 1,5Kb do inserto L1 contido no vetor pPICZAa, de tamanho de 3,6Kb;

EcoRI Sall  Sall EcoRI

ez | = || I

Digestdo
dupla pPICZAa

Figura 19. llustracdo de uma digestdo dupla com EcoRI e Sall da construgdo pPICZAaL1B2, na qual espera-se a
liberacdo do fragmento L1 de BPV-2, de tamanho aproximado de 1,5Kb, e o vetor pPICZAq, de tamanho de 3,6Kb;

As amostras foram sequenciadas no Nucleo Integrado de Tecnologia (NIT) do
CPgAM, utilizando o sequenciador automéatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystem®), confirmando sumariamente a clonagem, a manutencdo da fase de leitura

das sequéncias e correta orientacdo do inserto em seus respectivos vetores.

4.2.2. Expressdo em Pichia pastoris

A. Extragédo dos plasmidios de E. coli e transformacgéo destes em leveduras
P. pastoris

Inicialmente, células de E. coli recombinantes, contendo a construcdo
pPICZAL1B2 ou a constru¢do pPICZAoaL1B2, foram cultivadas e submetidas a
extracdo plasmidial com o kit QIlAprep Spin Maxiprep, seguindo instrucdes do
fabricante. Aproximadamente 10 pg do cassete de expressao foram linearizados por
digestdo com a enzima Sacl, segundo especificagdes do manual de Pichia pastoris
(Invitrogen®) para a integragdo do cassete de expressdo ao genoma da levedura.
Paralelamente, 10 pg dos dois vetores sem inserto também foram linearizados para
transformacdo, uma vez que as leveduras recombinantes com este plasmidio

constituiriam o controle negativo da expresséo.
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Para preparacdo de células eletrocompetentes, foram realizados 0s seguintes
procedimentos: uma col6nia da levedura P. pastoris X-33 (tipo selvagem) foi pré-
inoculada em 10 mL de YPD (250 rpm, a 30°C) overnight ou até uma DOgqp igual a 3;
de 3-5 mL do pré-in6culo foi adicionado a 250 mL de meio YPD para crescimento por
6 horas ou até uma DOgqo igual 1.3; a cultura de leveduras foi centrifugada (3000 rpm
por 5 min., a 4°C) para sedimentacdo das células; a lavagem do pellet foi gentilmente
realizada por pipetagem, através de uma ressuspensdo inicial das células em 100 mL de
agua deionizada (autoclavada) gelada, seguida de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante; a segunda ressuspensdo do pellet foi realizada com 50 mL de agua
deionizada (autoclavada), seguindo-se de nova centrifugacdo e descarte do
sobrenadante; a Gltima lavagem do pellet foi realizada com 20 mL de sorbitol gelado
1M, seguindo-se da Ultima centrifugacdo e descarte do sobrenadante; as células foram
finalmente ressuspendidas em 0.5 mL de sorbitol 1M e mantidas no gelo.

Para a eletroporacdo, 5-10 pg de DNA previamente linearizados (em um volume
de 10 pL) foram homogeneizados a 80 pL de células eletrocompetentes mediante
pipetagem. Essa mistura foi transferida para uma cubeta de 2 mm pré-resfriada e
incubada no gelo por 5 min. A cubeta foi inserida no eletroporador (Multiporator
Eppendorf) para transformagédo, seguindo os parametros determinados pelo fabricante:
2500V por 5 ms. Imediatamente ap6s o pulso elétrico, 1 mL de sorbitol 1M gelado foi
adicionado a cubeta. Em seguida, esse material foi transferido para um tubo estéril de 15
mL e incubado por 1 hora a 30°C, sem agitacdo. Para aumentar o rendimento da
transformacéo, foi adicionado 1 mL de YPD ao tubo, o qual foi incubado por mais 2-3
horas a 30°C, sob agitacdo. A partir desse material, aliquotas de 10, 25 e 100 pL foram
semeadas em placas de meio YPDS contendo 100 pg/mL de Zeocina™ para incubacéo
a 30°C por 2-3 dias.

_?\ . . . Figura 20. Eppendorf® Multiporator e
|

cubetas de 1, 2 e 4mm ; equipamento
I utilizado para transformacdo das células
-.'\

} ’ | de P. pastoris;
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B. Analise dos recombinantes de P. pastoris

Apobs o periodo de incubacdo referido, os recombinantes obtidos através da
selecdo por Zeocina™ foram analisados quanto & integracdo do cassete de expressdo no
genoma das leveduras. A metodologia empregada foi a PCR de col6nia (LINDER et al.,
1996). De forma resumida, cada coldnia foi ressuspendida isoladamente em 10 pL de
agua MilliQ. Em seguida, foi adicionado 5 pL de uma solucdo de liticase (5 U/uL) a
suspensdo de células, a qual foi incubada por 10 min. a 30°C e no nitrogénio liquido por
1 min. Esta etapa preliminar é fundamental para a lise da parede celular das leveduras.
Uma aliquota de 5 pL deste lisado foi coletada como DNA template para o mix da
reacdo contendo os primers AOX1, tampédo, MgCl,, dNTPs e agua estéril. Depois de
uma etapa de pré-aquecimento a 95°C por 5 min., foi adicionado 0.8 unidades de Taq
polimerase ao mix, o qual foi submetido a seguinte ciclagem térmica: 30 ciclos de
desnaturacdo inicial a 95°C por 1 min., anelamento a 54°C por 1 min. e extensédo a 72°
por 1 min.; uma etapa de extenséo final a 72°C por 7 min. A colonia de P. pastoris X-33
transformada com o vetor pPICZAo sem inserto constituiu o controle da reacdo para a
integracdo do cassete de expressao.

Sequéncias dos primers para amplificacdo do gene AOX1.
OLIGONUCLEOTIDEOS AOX1

Forward AOX1

5" GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3°

Reverse AOX1

5" CAAATGGCATTCTGACATCC 3°

Aliguotas de 10 pL das amostras submetidas a amplificacdo foram aplicadas em
gel de agarose para analise das bandas mediante corrida eletroforética. As coldnias que
se mostraram positivas a amplificacdo com primers AOX1 foram repicadas para novas
placas YPDS contendo Zeocina™ (100 pg/mL) e incubadas a 30°C para crescimento.
Paralelamente, foram feitos preservados em glicerol dos referidos clones para
estocagem a -80°C.

No intuito de usar ferramentas alternativas para se verificar a integracédo e,
posteriormente, expressdo do gene L1 integro ao cassete de expressdo, novos primers

foram desenhados, voltados para uma regido interna ao gene.
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Sequéncias dos primers para amplificacdo da regido interna do gene L1 de BPV 2

Forward Interno L1
5 AAGATGGAGACATGATGGAAATAG 3
Reverse Interno L1

5 AAATTTGCCAGTATCATACTCTGAC3®

Esses oligonucleotideos internos ao gene L1 podem fornecer indicios de
manutencdo da integridade do gene L1 no cassete de expressdo integrado e séo
ferramentas importantes para verificar a transcricdo do gene, através de RT-PCR. A

reacao e os ciclos de amplificacdo seguem os parametros previamente descritos.

C. Cultivo e inducéo dos recombinantes

Os clones de Pichia pastoris foram selecionados para testes de crescimento e
inducdo da proteina heteréloga juntamente com a linhagem GS115 contendo o gene
lacZ (controle positivo da expressdo) e a linhagem X-33 transformada com o vetor
pPICZA sem inserto (controle negativo da expressdo). Col6nias isoladas do meio
seletivo foram inoculadas em 50 mL de meio BMGY em frasco erlenmeyer de 500 mL
(volume de meio utilizado equivalente a 10% do volume total do frasco) e incubadas a
28°C por 48 horas sob agitacdo vigorosa (240 rpm), etapa fundamental para producédo de
biomassa. Quando a cultura atingiu uma DOggo proxima a 20, o material foi submetido a
centrifugacdo (3000 rpm por 57, a temperatura ambiente) para sedimentacdo das células
e descarte do meio contendo glicerol. Em seguida, as leveduras foram ressuspendidas
em 100 mL de meio BMMY (contendo metanol a 0.5%) em frasco erlenmeyer de 1
litro. A inducéo foi feita por 120 horas, com adi¢do de metanol para uma concentracéo
final de 2% a cada 24 horas. Imediatamente antes da adi¢do do agente indutor, aliquotas
de 1 mL foram coletadas nos tempos Tag, Tes € T120, CeNtrifugadas (15000 rpm por 5
min.) e os pellets estocados a -80°C para anéalise da expressao.

Para os clones capazes de secretar a proteina recombinante, no intuito de
identificar aqueles cujo poder de expressdo poderia ser maior, foi realizado um
crescimento em placa deep-well 96 pogos, cada pogo preenchido com 1 mL de cultura
com meio BMGY, para enriquecimento durante 24 horas, e BMMY, para inducgéo
durante 72 horas. A cada 24 horas, 1% de metanol foi adicionado, durante a fase de
inducdo. A troca dos meios foi realizada por meio de centrifugacdo a 5000rpm por 10
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minutos, em centrifuga refrigerada Eppendorf®. Todo o crescimento e inducdo
ocorreram a 250rpm e 30°C. Ao fim da inducdo, o sobrenadante de 48 clones
(portadores da construgdo integrada pPICZAoL1B2) induzidos foi recuperado por
centrifugacdo (5000rpm a 4°C por 15 minutos) e 100pL de cada foram aplicados
diretamente ao dispositivo Imunoblotter Scie-Plas® acoplado a bomba de vacuo, sobre
uma membrana de nitrocelulose. O desempenho de cada clone pode assim ser
visualmente verificada, quanto a expressdo da proteina L1 recombinante, através da

reacao imunoldgica do anticorpo anti-HIS conjugado a fosfatase alcalina.

Figura 21. A — Placa deep-weel de 96 poc¢os; B — Dispositivo imunoblotter;

Uma vez escolhidos os clones cujos resultados no imunoensaio (dot-blot) foram
mais intensos, um novo experimento de cultivo, com fase de crescimento em 50 mL de
BMGY, durante 48 horas, e indugcdo em 100mL de BMMY, durante 120 horas, foi
realizado. Ambas as fases do cultivo ocorreram a 30°C e 250rpm. A cada 24 horas, 2%

de metanol foram adicionados durante as 120 horas de inducéo.

Células de Ppastoris
resistentes a zeocina
\ em placa YPD
H

Indugéo do promotor
AOX1 com 2% de

Agitagdo de 250 rpm a 30°C  Crescimento em meio BMGY e metanol a cada 24h
indugcdo em meio BMMY

Figura 22. Esquema ilustrativo do ensaio de cultivo, com fase de crescimento e de inducéo, aos

quais foram submetidos os clones portadores das construgdes pPICZAL1B2 ou pPICZAaL1B2;
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D. Anélise de transcricdo do gene

Ap6s 120 horas de indugdo, aliquotas de 1 mL das culturas foram coletadas,
centrifugadas e os pellets estocados a -80°C para andlise da transcricdo do gene L1. O
RNA total dos transformantes foi extraido com o kit SV Total RNA Isolation System,
seguindo as recomendacdes do fabricante, e estocado a -80°C. O RNAm do gene L1 foi
detectado mediante RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase - Transcriptase
Reversa), utilizando o kit ImProm-11"™ Reverse Transcription System e primers

especificos para a amplificacdo de uma regiao interna ao gene L1.

E. Processamento das amostras protéicas

No final das 96 horas de indugdo, 100mL da cultura foram centrifugados (3000
rpm por 30" a 4°C) em tubo estéril de 50 mL. Para os clones pPICZAL1B2 o meio de
cultura foi descartado e o pellet celular foi recuperado para extragdo das proteinas
intracelulares. Para lise das células, foi adicionado 3mL do tampdo de lise ao pellet e
um volume igual de glass beads (0.5 mm). Em seguida, foram realizados 8 ciclos de 30
seg. no vortex e 30 seg. no gelo. Subseqlientemente, nova centrifugacéo foi realizada
(3000 rpm por 30 min., a 4°C) para recuperacdo do sobrenadante e posterior analise da
proteina L1. Para determinagdo da concentracdo protéica, foi empregada uma versdo
modificada (com relacdo ao volume utilizado) do método de Bradford (1976).

Para os clones pPICZAaL1B2, apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
recuperado para posteriores analises imunologicas de deteccdo direta da proteina
recombinante presente no meio extracelular. Para a recuperacdo do contedo protéico
presente no meio extracelular, a primeira metodologia testada foi a liofilizacdo do meio
isento de células, na qual aproximadamente 50mL de meio foram congelados a -80°C e,
mantida a temperatura das amostras, submetidos a cerca de 48 horas no vacuo para
sublimacdo de todo o contetdo aquoso. Em seguida, 0 material seco foi ressuspendido
3mL de tampéo fosfato, atingindo volume final de 6 a 7 mL. A segunda metodologia foi
a precipitacdo protéica por adicdo de acetona gelada da seguinte forma: 1 mL do meio
de cultura foi misturado a 8 mL de acetona 100% gelada e a suspenséo foi
acondicionada a -20°C por cerca de 16 horas. Procedeu-se a centrifugacdo por 20
minutos a 5000 rpm e secagem do precipitado a 37°C por 15 minutos. A amostra pode
ser entdo ressuspendida em tampéo de fosfato para uma concentracdo final de 10X ou
ressuspendida diretamente no tampao de amostra com [-mercaptoetanol para corrida
SDS-PAGE.

48



O extrato protéico soltvel foi empregado em corrida eletroforética com
gel SDS-PAGE 12.5% para analise da presenca e integridade da proteina recombinante.
Ensaios de Imunoblotting para deteccdo de L1 com anticorpo (anti-His) contra a cauda
de poli-histidina C-terminal da proteina heter6loga foram executados mediante dot
blotting (concentracdo de anticorpo anti-His 1:10000). O protocolo empregado para o
ensaio imunoenzimatico consiste em: sensibilizacdo da membrana de nitrocelulose pela
ligagdo das proteinas intracelulares por 1 hora; lavagem com TBS 1X por 5 min,;
bloqueio com leite desnatado 2.5% por 1 hora; lavagem com TBS 1X por 5 min.; adicdo
de anticorpo (anti-His conjugado a fosfatase alcalina na concentracdo de 1 pg/mL e na
diluicdo de 1:5.000 em leite desnatado 5%) para 40 min. De incubacdo a 37°C; trés
etapas de lavagem por 10 min. Com TBS-Tween (TBST); revelagdo com NBT/BCIP
(Nitro blue tetrazolium chloride / 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine
salt). Foram utilizados extratos protéicos com concentra¢des padronizadas, aplicando-se
0.3 pg, 0.6 pg e 1.2 ug de proteina total intracelular e extracelular para sensibilizacdo da
membrana de nitrocelulose. A reacdo foi observada apds 15-20 min. com pouca

iluminacdo e interrompida por lavagem da membrana com &gua destilada.
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5. RESULTADOS

5.1. Amplificacdo do gene L1 de BPV-2 a partir do genoma viral selvagem
O gene L1 de BPV-2 foi amplificado, sendo a banda de 1500pb visualizada em
gel de agarose (Figura 23.).

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose
0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V
(10V/cm?) por 30 minutos; Produto da
amplificacdo do gene L1 de BPV 2: (A) -
marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen), (B) -
fragmento de PCR de 1,5 kb (L1 de BPV2);

20Eb

1.6Eb ~1 5KEh

5.2. Amplificacédo do gene L1 a partir da constru¢cdo pGEM-TL1B2

Com os mesmos oligonucleotideos iniciadores utilizados anteriormente,
realizou-se PCR sobre as extracfes plasmidiais pPGEM-T para verificacdo da clonagem
do gene L1 (Figura 24.).

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30
minutos; PCR de trés possiveis clones pPGEMTL1B2; M- marcador molecular de 1Kb (Invitrogen); A, B,
C — extracdo plasmidial de trés culturas; A;, B;, C; — resultados da PCR respectivos a cada extracdo; C+
(Controle positivo); C- (Controle negativo); Clones A e B positivos quanto a presenca de L1; Clone C,

negativo;
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5.3. Digestdo dupla da construcdo pGEM-TL1B2
A digestdo dupla, por meio das duas enzimas, cujos sitios foram previamente
inseridos ao gene L1, liberou o fragmento L1 do vetor pGEM-T (Figuras 25 e 26.),

permitindo sua posterior clonagem nos vetores de expressao pPICZA e pPICZAo.

M A digA B digB

~3.0Kb

~1.5Kb

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30 minutos;
Digestdo dupla da construcdo pGEML1B2 com EcoRI/Sall, liberando o fragmento de 1,5 kb (L1 de BPV2); M-
marcador molecular de 1Kb (Invitrogen), A e B — extracdo plasmidial de cada clone, Dig A e Dig B — digestdes

dos respectivos clones;

Figura 26. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30 minutos;
Digestdo com as enzimas EcoRI e Xhol de DNA plasmidial; extl, ext2 e ext3 — extracdes plasmidiais de trés
coldnias selecionadas; 1, 2 e 3 — digestdes dos respectivos plasmidios pPGEML1B2, onde €é possivel visualizar duas
bandas referentes aos fragmentos do vetor pGEM-T Easy (3 Kb) e do inserto L1 (1.5 Kb); M — Marcador

molecular de 1 Kb plus.
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5.4. Subclonagem do gene L1B2 nos vetores de expressdo pPICZA e
pPICZAa

Procedeu-se a digestdo dos vetores pPICZA e pPICZAa com as respectivas
enzimas, disponibilizando os sitios de clonagem proprios a insercdo do gene L1 de
BPV-2. Apos reacdo de ligacdo, a construcdo foi usada como agente transformante,

gerando clones em E. coli sujeitos a analise.

5.4.1. Analise dos clones pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 (PCR de coldnia)
As coldnias de E. coli transformadas com as contrucdes pPICZAL1B2 e
pPICZAaL1B2 foram apontadas por meio de PCR de colonia (Figura 27.) que

forneceram indicios de sucesso na clonagem.

2.0Kb
1.6KB

2.0Kb

1.6Kb

A B

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por
30 minutos; (A) PCR de colonias de quatro possiveis clones contendo a constru¢do pPICZAoL1B2; M-
marcador molecular de 1Kb (Invitrogen); A, B, C, D — quatro clones que indicam a presenga do gene
L1B2 (~1.5Kb); C- (Controle negativo); C+ (Controle positivo); (B) Confirmacdo da presenga do
inserto L1 na construcdo pPICZAL1B2: 1 a 6 — amostras submetidas a PCR com primers especificos
para L1, nas quais é possivel visualizar bandas referentes ao inserto L1 (1.5 Kb) amplificado a partir de

aliquotas da extragdo plasmidial; M — Marcador molecular de 1 Kb plus.
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5.4.2. Analise dos clones pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 (Digestdo das

extracdes plasmidiais).

As digestdes com enzimas previamente utilizadas nas clonagens linearizaram e

liberaram o fragmento correspondente ao gene L1, confirmando a construcédo dos
vetores pPICZALI1B2 ¢ pPICZAoL1B2 ( Figuras 28, 29 e 30.).

5.0Kb

4.8Kb 2.0Kb
3.3Kb 3.0Kb
1.5Kb 1.5Kb
0.5Kb

v A digA B

digB C

Figura 28. Confirmacdo da obtencdo de bactérias
recombinantes portadoras da
pPICZAL1B2 por

Fragmentos de 3.3 Kb e 1.5 Kb referentes ao vetor

construcdo
digestdio enzimatica: 1 -
pPICZA e ao gene L1, respectivamente, obtidos a
partir de digestdo enzimatica com EcoRI e Xhol da
amostra de extracdo plasmidial (coldnia nimero 1); 2
— Fragmento de 4.8 Kb referente a construgdo
pPICZAL1B?2 linearizada por digestdo com a enzima
EcoRlI

o

digC D digh M

Figura 29. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm?) por 30

minutos; Construgdo pPICZAaL1B2 linearizada por digestdo com EcoRI; M- marcador molecular de 1Kb

(Invitrogen); V — vetor pPICZAa linearizado (~3.6Kb); A, B, C, D — extracdo plasmidial de quatro possiveis
clones; dig A, dig B, dig C, dig D — digestdo com EcoRI dos quatro clones pPICZAaL1B2
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4.0Kb —— — — 3.6Kb
3.0Kb

2.0Kb 3

1.6Kb 1.5Kb

A0 R0 OO0 -
e o0 e -

Figura 30. Eletroforese em gel de agarose 0.8% em TAE; Voltagem aplicada de
100V(10V/em?)  por 30 minutos; Digestdo dupla EcoRI/ Sall (Promega) dos clones
pPICZAoL1B2; M- marcador molecular de 1Kb (Invitrogen); A, B, C, D — digestio dupla dos

plasmideos de cada clone, liberando o respectivo fragmento L1B2 (~1.5Kb);

5.5. Obtencéo dos clones recombinantes pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 em
Pichia pastoris

5.5.1. Transformacdo de P. pastoris: Recombinantes pPICZAL1B2 e
recombinantes pPICZAaL1B2

A partir da extracdo plasmidial de células de E. coli recombinantes, foram
obtidas as constru¢des pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2, as quais, devidamente dosadas,
corresponderam a aproximadamente 10 pg de DNA necessario a transformacdo das
leveduras, segundo protocolo de eletroporacdo descrito no subtopico 4.2.2. da
Metodologia. Os cassetes de expressio pPICZALIB2 e pPICZAaL1B2 foram
linearizados por digestdo com a enzima Sacl. Paralelamente, 10 pg dos dois vetores sem
inserto também foram linearizados para transformacdo, uma vez que as leveduras

recombinantes com este plasmidio constituiriam o controle negativo da expressao.
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Figura 31. Repiques das coldnias de leveduras eletroporadas

com a construgdo pPICZAL1B2 e pPICZAaL1B2 em placa
YPDS com 100pg/mL de Zeocina™

5.5.2. PCR de col6nias de leveduras para confirmacgéo da integragdo do
cassete de expressao

No intuito de verificar a integracdo do cassete de expressdo ao genoma da P.
pastoris, foi realizado PCR de colénias com os oligonucleotideos iniciadores AOX1
(Figura 32.), caracterizando coldnias detentoras das contrugdes pPICZ, bem como PCR
de col6nia usando oligonucleotideos iniciadores para a regido interna do gene L1

(forward) e para o gene AOX1(reverse) , demonstrando indicios de ndo haver perda do
gene por ocasido da transformagéo (Figura 33.).

M C
=
-l -
> ——
S —
 —
——
2.2Kb — 2.0Kb
1.8Kb — 1.6 Kb
——
—
588 bp — 0.6Kb
— 0.5Kb

Figura 32. PCR de col6nia para confirmagdo da integracdo do cassete de expressdo no genoma das leveduras
recombinantes, utilizando primers para o gene AOX1: 1, 2 e 3 — Fragmentos de 2.2 Kb e 1.8 Kb referentes a amplificagao
do gene selvagem AOX1 da levedura e do gene L1 (1.5 Kb) adicionado de uma pequena regido resultante do anelamento de
primers (325 bp) no promotor AOX1 presente no vetor pPICZA; 4 — Fragmentos de 2.2 Kb e 588 pb referentes a
amplificagdo do gene selvagem AOX1 da levedura e da pequena regido interna ao promotor AOX1 presente no vetor

pPICZAu, utilizado como controle positivo da reagdo de PCR; C - reacdo controle sem DNA; M - Marcador molecular de
1 Kb plus.
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CLONE1 CLONE2

Figura 33. Clones 1 e 2 (clones pPICZalL1B2), fragmentos
amplificados com primer forward interno ao gene L1B2 e
primer reverse AOX1 a partir do template integrado ao
genoma de P. pastoris; M — marcador 1Kb, C- e C+(Maxprep
pPICZL1B2)

5.5.3. Andlise de expressao do gene L1 de BPV-2 em P. pastoris

Ap6s 120 horas de inducdo, aliquotas de 1mL das culturas foram coletadas,
centrifugadas e os pellets estocados a -80°C para andlise da transcricdo do gene L1,
através da RT-PCR, a partir da qual a regido interna do gene L1 foi amplificada (Figura

34.), demonstrando a transcri¢do ativa do gene na célula hospedeira.

¥ 2> 3 4 ¥

[
N

rrnnm =

500 pb

PR <

Figura 34. Eletroforese em gel de agarose: analise da atividade transcricional do gene L1 por RT-PCR a partir de
material proveniente dos recombinantes de P. pastoris X-33/pPICZAL1B2, X-33/pPICZAaL1B2 e X-33/pPICZA
apos 120 horas de indugdo com metanol a 2%. (A) Amostras do crescimento submetidas a extragdo de RNA total,
producdo de cDNA e posterior amplificacdo com primers especificos para uma regido interna ao gene L1 de 500 pb: 1
e 2 (pPICZAL1B?2), 4 e 5 (pPICZAaL1B2) - Fragmento 500 pb referente & regido interna do gene L1 amplificada a
partir de RT-PCR de 4 clones induzidos; 3 — produto da RT-PCR realizada da coldnia de P. pastoris X-33
transformada com o vetor pPICZA sem o gene L1; M — Marcador molecular de 100 pb; (B) Amostras utilizadas como
controle para a reacdo de RT-PCR: C - amostra sem RNA template; CR™ - amostra sem cDNA template utilizada para
a PCR. (C) Amostras do crescimento submetidas a extragdo de RNA total, & transcricdo reversa sem a transcriptase

reversa e posterior PCR: 1" a 5" — Nenhum fragmento de DNA foi amplificado; M — Marcador molecular de 100 pb.
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Para identificar a producdo heter6loga da proteina L1, foi realizada a extracdo protéica
total das leveduras submetidas a indu¢do com metanol. Os clones que receberam o vetor
dirigido para a expresséo intracelular (pPICZAL1B2) foram submetidos a lise celular
para obtencdo do extrato protéico e analise em gel de SDS-PAGE sob condicdes
desnaturantes. Paralelamente foram utilizadas culturas-controles (pPICZA e
pPICZAlacZ /GS115) (Figura 35). Os clones de expressdo extracelular tiveram seus
sobrenadantes analisados, também em SDS-PAGE desnaturante (dados ndo mostrados).
Para estes, o controle utilizado foi a GS115/ pPICZAaHSA, a qual secreta a albumina

sérica humana (Figura 36).

kDa C- 1 2 3 4 M 5 6 7 (&

> "119 kDa

Figura 35. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12.5%: material proveniente do extrato protéico sollvel dos
recombinantes de P. pastoris apds 120 horas de inducdo com metanol a 2%: 1 a 7 - aliquotas do extrato
protéico correspondentes aos transformantes induzidos, onde & possivel visualizar bandas de
aproximadamente 55 kDa referentes a proteina L1 fusionada a cauda de poli-histidina nos pogos 1,2¢e 3; C -
linhagem de P. pastoris X-33 transformada com o vetor pPICZA sem o inserto L1 (controle negativo), na
qual ndo evidencia-se a banda de 55 kDa; C" - linhagem GS115 transformada com a construgéo pPICZAlacZ
(controle positivo), onde observa-se uma banda de aproximadamente 119 kDa referente a proteina [3-
galactosidase; M — Marcador PageRuler™ (Fermentas).
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Figura 36. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12.5%: material proveniente do sobrenadante bruto de
recombinante de P. pastoris ap0s 24, 48 e 72 horas de inducio com metanol a 2%: E possivel visualizar a
banda da proteina presente no meio extracelular, de aproximadamente 67 kDa referentes a proteina HSA
fusionada a cauda de poli-histidina. A amostra caracteriza o controle positivo de expressdo extracelular no
ensaio de SDS-PAGE. A linhagem GS115 da levedura foi transformada com a construgdo pPICZAaHSA,
Marcador ColorBurst™ (Invitrogen).

B. Screening da expressao extracelular de clones pPICZaL1B2
Devido a obteng¢ao de muitos clones pPICZAaL1B2, realizou-se um ensaio em
pequena escala, por meio de inducdo em deep-well, para verificar e selecionar aqueles

de expressao extracelular mais pronunciada (Figura 37).
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Figura 37. Dot blot usando anti-HIS (1:10000) conjugado a fosfatase alcalina, com 100uL do sobrenadante
de 48 clones pPICZAaL1B2 induzidos durante 72 horas com metanol 1%; Destaque para sinais mais

intensos, indicando clones com maior poder de expressdo recombinante;
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C. Ensaio imunoldgico dot blotting com anti-HIS (1:10000) conjugado a
fosfatase alcalina a partir de amostras coletadas ap6s 120 horas

Selecionado o clone de expressdo extracelular, foi feita uma indugédo em maior
escala em frascos com 100ml de cultura. Paralelamente, foi realizada a indu¢do com os
clones de expressdo intracelular, nas mesmas condi¢Ges. Sendo assim, a partir do
experimento de indugdo, obteve-se amostras de proteina das vias intracelular (extrato
proteico de lise celular) e extracelular (sobrenadante liofilizado). Uma vez dosadas, as
amostras foram submetidas ao ensaio imunoldgico com anticorpo especifico para a

cauda de histidina, marca presente apenas na proteina L1 recombinante (Figura 38).

03ug 06pg 12pg

1-pPICZAL1B2

2 - pPICZALacZ (C +)
3 - pPICZA (C-)
4 - pPICZAaL1B2

5 _pPICZAa (C-)

Figura 38. Dot blot com anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina (1:10000), com (1) - amostra de extrato
protéico recuperado da lise celular de um clone de P. pastoris transformado com o vetor de expressdo pPICZAL1B2,
com dosagem protéica média (Bradford) de 5ug/pL; (2) — extrato protéico de clone portador da construcdo pPICZA,
com dosagem de 4,5ug/puL (controle negativo da expressdo intracelular); (3) — clone transformado com vetor
pPICZALacZ, com dosagem de cerca de 7ug/pL (controle positivo de expresséo intracelular); (4) - amostra proveniente
de meio de cultura concentrado por liofilizacdo (de 50 ml para 5mL) de um clone de P. pastoris transformado com o
vetor de expressdo pPICZAaL1B2 (dosagem protéica média de 7ug/uL); (5) — sobrenadante liofilizado de um clone
pPICZA (dosagem protéica média de 5,5ug/pL) (controle negativo de expressdo extracelular); Todos os clones foram

induzidos a 30°C, com metanol a 2%, durante 120 horas;
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E. Aperfeicoamento da inducéo e recuperacao de proteinas extracelulares
do sobrenadante

Em busca de uma otimizagdo das condigOes de crescimento e indugéo, por haver
suspeita de perdas protéicas por meio de protedlise no momento da secre¢ao, um novo
ensaio de fermentacdo em frascos de cultura foi realizado, com a Unica diferenca, em
relagdo aos cultivos anteriores, na temperatura de inducdo, ocorrendo a 22 - 23°C. A
partir dessas amostras, foi possivel uma dosagem protéica, pelo método de Bradford,
estimada em 1,5ug/uL, em média. O ensaio dot blotting apresentou reacdes especificas
quanto a presenca da proteina L1 recombinante (Figura 39.), de acordo com os

resultados anteriores.

Figura 39. Dot blot usando anti-HIS (1;10000) conjugado a fosfatase alcalina, com
100pL do sobrenadante bruto coletado por centrifugacdo apds indugdo por 72
horas, com metanol a 1% e temperatura constante de 23°C. Po¢o 1 — pPICZAa
(controle negativo); Pocos 2 ao 6 - pPICZAaL1B2;

Alternativamente ao processo de liofilizagdo, realizou-se, nas amostras obtidas
de culturas direcionadas a expressdo extracelular, o método de concentracdo protéica
por meio de precipitacdo com acetona gelada, a partir do sobrenadante. O dot blotting
apresentou, mais uma vez, reacoes especificas, evidenciado a expressdo da proteina L1

recombinante (Figura 40.).
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Figura 40. Dot blot usando anti-HIS (1;10000) conjugado a fosfatase alcalina, com 50uL do concentrado
protéico, (3mL do sobrenadante precipitado com acetona gelada e ressuspendido em 400uL de tampéo
fosfato) aplicados sobre membrana de nitrocelulose; Pogo 1 — pPICZAa (controle negativo); Pogos 2 ao 5 -
pPICZAaL1B2 induzidos durante 72 horas, a 23°C, com metanol 1%;
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6. DISCUSSAO

O papilomavirus bovino (BPV), por sua vez, representa um grave problema
econdmico do ponto de vista pecuéario. Segundo a Associacdo de Criadores de
Pernambuco, cerca de 30% do plantel em algumas propriedades apresenta algum tipo de
papilomatose evidente. Nos bovinos, sdo mais comuns papilomatoses cutanea e nas
mucosas genital e orofaringea, ndo havendo diferenca na prevaléncia da patologia entre
0S Sex0s ou entre racas, sendo mais frequente em animais com menos de dois anos de
idade (Corréa & Corréa, 1992).

Em vista disso, uma das opcBGes mais promissoras é a vacinacdo, aproveitando a
proteina L1, que forma o capsideo viral, no objetivo de produzir virus-like particles
(particulas semelhantes a virus ou VLPs), que se formam espontaneamente apds a
expressao de L1 em sistema heterdlogo.

Categorizada nos ultimos anos como um sistema heterdlogo eficiente e de baixo
custo, a levedura metilotréfica Pichia pastoris tem assumido um papel de destaque na
Biotecnologia no que se refere a producdo de altos niveis de proteinas. O sistema de
expressao baseado nesta levedura contorna varias das dificuldades encontradas em
outros sistemas, a depender da relacdo custo/eficiéncia envolvido na producdo da
proteina recombinante (Wurm & Bernard, 1999; Schatzmayr, 2001; Morton & Potter,
2000).

Vetores de clonagem e expressdo na levedura Pichia pastoris estdo bem
estabelecidos e disponiveis comercialmente. Estes vetores tém sido utilizados com
sucesso para producédo de diferentes tipos de proteinas heter6logas (Sudbery, 1996), no
entanto, ainda sdo muito escassas as informacdes sobre a expressédo de genes de BPV
em P. pastoris, principalmente, quanto as diferentes modalidades de expressdo e em
como alguns parametros podem influenciar a praticidade e o rendimento neste sistema
para as proteinas dos papilomavirus. Neste trabalho, foi usado como base o sistema de
expressdo em células da levedura P. pastoris para expressar a proteina L1 de BPV-2
através de vetores da linha pPICZ (Invitrogen); sendo testados anteriormente com o
gene L1 do BPV-4 (Souza, 2007 dados ndo publicados) e por Coimbra et al, 2007 com
0 gene L1 do HPV-16. Estes vetores utilizam o promotor AOX1 para a expressao

recombinante. O presente trabalho optou por montar dois vetores de expressao pPICZA
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e pPICZAa com o gene L1 do BPV 2, criando, desta forma, constru¢des estaveis, mas
diferentes quanto as vias de expressdo empregadas na produc¢do da proteina L1.

A escolha do promotor AOX1 como “chave” para a expressdo heteréloga do
gene L1 de BPV-2 condiz com uma vasta literatura cientifica que cita esse promotor
como o de maior sucesso para expressdo heteréloga em P. pastoris (Cereghino 2001a).
As vantagens e desvantagens do uso do promotor AOX1 estdo sumarizadas no Quadro
11. Apesar da possibilidade de uso de um promotor constitutivo (GAP), ja foram
relatados indicios de que a expressdo constitutiva de genes heter6logos em P. pastoris

tem estado acompanhada de efeitos citotoxicos mais evidentes (Menendez et al. 2004).

Vantagens Desvantagens

A transcricdo de proteinas heterélogas O monitoramento dos niveis de metanol

¢ fortemente controlada por um durante a indugdo é um problema

mecanismo de repressdo/ desrepressao

Altos niveis de proteina heteréloga
podem ser obtidos, ainda que a mesma
seja toxica a célula

A repressdo da transcricdo do gene
heterélogo por uma fonte inicial de
carbono assegura a obtencdo de um
bom crescimento celular antes da
sobrecarga de expressao do gene

da

prontamente alcancada pela adi¢do de

A inducao transcricdo  é

metanol ao meio de cultura

freqiiente, devido a impreciséo de sondas
Metanol € um produto inflamavel, de
modo que, para a inddstria, ndo é uma
caracteristica desejavel a producéo
Metanol é principalmente derivado de
uma fonte

petroquimica, cujo

envolvimento em producdo de alimentos
ou insumos médicos é evitado quando
possivel

Duas fontes de carbono sdo necessarias,
uma vez que o processo é dividido em
duas etapas (crescimento/ indug&o),
havendo necessidade de troca dos meios

de cultura em um ponto especifico

Quadro 11. Vantagens e desvantagens do uso do promotor AOX1 para expressdo heteréloga;

Adaptado de Macauley-Patrick, 2005;

Por eletroporacdo de leveduras P. pastoris, obteve-se clones estaveis para as
construcdes pPICZALIB2 ou pPICZAaL1B2, ambos identificados por sua resisténcia
ao antibidtico zeocina (marca de selecdo) e integracdo do cassete de expressdo (PCR de
col6nia).

A literatura descreve trés fendtipos possiveis, ao se transformar a levedura P.
pastoris, no que se refere a utilizacdo de metanol como indutor ao sistema de expressao
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recombinante. O fendtipo Mut™ (methanol utilization plus) apresenta o promotor AOX1
funcional, ja citado como um promotor forte, permitindo taxas de crescimento em
metanol similares as observadas em linhagens selvagens da levedura (Cregg &
Cereghino, 2000). No fenétipo Mut®, ha uma ruptura do promotor AOX1, por ocasi&o
da integracdo do cassete de expressdo durante a transformacdo, tornando as leveduras
desta linhagem dependentes do promotor AOX2, notadamente menos eficiente na
expressdo das &lcool oxidases, do que o promotor AOX1 (Yo et al.., 2002). Como
conseqiiéncia, a taxa de crescimento dessas leveduras por aproveitamento do metanol é
lenta. O terceiro fendtipo € descrito como Mut, o que significa que, para esses
fendtipos, ambos os promotores AOX1 e AOX2 ndo sdo funcionais, 0 que torna essas
leveduras inaptas a crescerem em meios cuja Unica fonte de carbono seja 0 metanol.

Segundo Macauley-Patrick e colaboradores (2005), a transformacdo de
linhagens X-33 de P. pastoris (gendtipo selvagem e fenotipo Mut®) com vetores
linearizados no promotor AOX1 gera transformantes Mut®. Baseado nisso e de acordo
com o padrdo de bandas resultantes da amplificagio por PCR de colbnia dos
recombinantes, utilizando primers (oligonucleotideos iniciadores) para o gene AOX1
(Figura 32.), foi indicada a integracdo do cassete de expressdo pPICZAL1B2 ou
pPICZAoL1B2 ao genoma das leveduras, evento este que ocorreu por insercdo em um
unico evento de crossover na regido homologa do l6cus AOX1. Esse evento, a depender
da construcéo utilizada, gerou dois fendtipos distintos: um capaz de produzir a proteina
recombinante L1-BPV-2 e manté-la no meio intracelular, e outro, capaz de produzir a
mesma proteina recombinante fusionada ao fator prepro alfa, sinalizando sua secrecéo.
Ambos os clones obtidos possuem fendtipo Mut®, o que indica plena capacidade de
alcancar altas taxas de crescimento em meio contendo metanol.

O fendtipo Mut"™ é desejavel para a expressdo de algumas proteinas
recombinantes, uma vez que possibilita a obtencdo de biomassa consideravel,
incrementando a producdo heteréloga (Hohenblum et al., 2004, Slibinskas, et al., 2004).
Entretanto, alguns pesquisadores tém reportado a possibilidade de que o fen6tipo Mut*
apresente uma desvantagem no que se refere a longos periodos de indugéo, pois, um
rapido acréscimo de biomassa € acompanhado por uma taxa de morte celular elevada
por producéo excessiva de subprodutos do metabolismo toxicos a levedura. Esse evento,
refletindo estresse celular, seria prejudicial a expresséo heterologa, o que justificaria a

preferéncia ao fenétipo Mut®, de crescimento mais lento e com producdo de
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subprodutos toxicos menos evidente, para algumas proteinas recombinantes (Aoki et al.,
2003, McKinney et al., 2004, Paramsivam et al., 2002).

Além dos fenotipos, outro aspecto a se considerar por ocasido da transformacao
e em como isso pode ter influenciado os niveis protéicos obtidos neste trabalho é o
evento de integracdo dos cassetes pPICZAL1B2 ou pPICZAoL1B2 ao genoma da
levedura. A integracdo de multiplas cdpias do gene heterdlogo pode ser utilizada para
otimizacdo da expressdo. Esse efeito, denominado dosagem génica, entretanto, € um
tanto controverso a respeito dos niveis de expresséo relatados para diferentes proteinas
heter6logas.

De modo geral, acredita-se que um aumento significativo no nimero de cépias
do gene heterélogo integrado ao genoma do hospedeiro resultard num aumento
apreciavel nos niveis de producdo da respectiva proteina (Clare et al., 1991; Romanos,
1995; Vassileva et al., 2001). E sugerido que, para Pichia pastoris, os fatores limitantes
para o rendimento de um sistema com mdltiplas cdpias integradas seriam eventos pds-
traducionais, como o dobramento protéico no reticulo endoplasmatico e processamento
de sinal (Hohemblum et al., 2004). Entretanto, varios trabalhos relatam niveis elevados
de producdo a partir da utilizacdo de cdpias Unicas do cassete de expressdo, enquanto o
aumento deliberado do nimero de cépias ndo apresentou efeito significativo.

Hohemblum (2004), trabalhando com o gene do tripsinogénio humano, sob
controle do promotor GAP, ndo observou aumento na expressdo deste gene quando a
dosagem deste aumentava de 1 para 3 cdpias, mas, ao usar o promotor AOX, 0s niveis
de expressdo aumentaram consideravelmente com o aumento de 1 para 2 cdpias do
gene. Os niveis de expressdo, no entanto, cairam ao se elevar ainda mais o numero de
copias. Kotzé (2007) relatou que o aumento no namero de copias do gene L1 de HPV
16 para 4 ndo proporcionou melhor rendimento da expressao heter6loga em P. pastoris
quando comparado com copia Unica. J& Clare et al (1991) analisou o efeito da dosagem
génica e do fendtipo de utilizagdo do metanol, e afirmou que o rendimento da producéo
somente apresentou diferencas significativas quando utilizou-se 9 coOpias do gene
heter6logo em clones Mut®. Outras publicagdes sugerem que o aumento no nimero de
copias resultou em niveis de produgdo que excediam os limites do processamento das
proteinas, induzindo uma resposta apoptotica e conseqiiente morte celular (Hu et al.,
2006).

Uma vez estabelecidos clones pPICZAL1B2 e clones pPICZAaL1B2, foi

montado e executado um primeiro experimento de fermentacdo com objetivo de
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produzir a proteina L1 recombinante conforme a via de expressdo da levedura
transformada.

Uma vez obtidos transformantes estaveis contendo os cassetes de expressdo
pPICZAL1B2 ou pPICZAoL1B2 integrados, foi realizado um cultivo para
experimentacao da indugdo, com niveis de metanol a 1% por periodos nao superiores a
120 horas. Apesar de, num primeiro momento, ambos os transformantes serem
submetidos as mesmas condi¢es de cultivo, ao longo dos experimentos de inducdo,
percebeu-se que algumas particularidades poderiam influenciar na expressdo, a
depender da via escolhida, intracelular ou extracelular.

As analises por RT-PCR confirmaram a transcrigdo ativa, do gene recombinante,
pela maquinaria celular da levedura (Figura 34.). Entretanto, a producdo confirmada de
RNAmM referente ao gene L1 pode ndo ser o indicativo determinante de sua correta
expressao, uma vez que poderiam ocorrer alguns eventos que inviabilizariam a traducgéo
plena e continua do transcrito, como o término precoce da transcricdo. Essa
possibilidade contribuiria com os baixos niveis de expressdo observados para a proteina
L1 neste experimento de fermentacdo em frascos, se comparados com niveis relatados
na literatura para outras proteinas recombinantes produzidas sob condi¢des similares em
P. pastoris (Boettner et al. 2002, Slibinskas et al, 2004, Li et al. 2009). A transcri¢do de
genes em levedura pode ser finalizada se 0 DNA apresentar alta proporcao de regides
A-T, pois essas regides sinalizam como sitios de poliadenilacdo, que promovem a
terminacdo precoce da transcricdo no hospedeiro, gerando RNAm truncado (Scorer et
al. 1993, Romanos et al 1995). Alguns autores sugerem que a sintese de genes
otimizados, através da qual as regiGes ricas em A-T sdo substituidas nos genes
heter6logos, proporcionam um aumento nos niveis de expressdo em P. pastoris (Sinclair
& Choy, 2002; Li et al., 2003; Gurkan & Ellar, 2005; Boettner et al., 2007). Os primers
(oligonucleotideos iniciadores) utilizados no ensaio de RT-PCR sdo complementares a
regides internas ao gene L1, amplificando uma regido de apenas 500 pb, de modo que,
apenas com esse resultado, ndo seria possivel descartar a possibilidade de término
precoce da transcri¢cdo ou outro evento sobre o transcrito que prejudicasse a produgéo.

Os dados obtidos a partir das analises in silico da composi¢do nucleotidica
demonstram que a seqiiéncia L1 de BPV 2 possui um contetudo G-C relativamente baixo
(42,64%) em vista de seu contetdo A-T (57,36%). Muito embora os resultados obtidos
nos ensaios de dot blotting indiquem a producéo de L1 na sua integridade, a elevada

proporcdo de bases A-T no gene L1 pode estar comprometendo a transcricdo do gene
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heter6logo pelo hospedeiro. Essa hipoOtese esta de acordo com o que é proposto no
trabalho de Kotzé (2007), no qual se empregou um gene L1 sintético de HPV 16, com
conteddo G-C igual a 62%, e obteve niveis de producdo da proteina heteréloga
significativamente maiores em P. pastoris quando comparados a outros genes ndo
otimizados. Resultados semelhantes tambem foram alcancados por Li et al (2003).
Sreekrishna et al (1997) afirmam que o emprego de genes nos quais o conteudo A-T
estd em uma faixa entre 30-55% da composi¢do génica representa uma estratégia capaz
de potencializar os niveis de expressdo em P. pastoris.

A eletroforese em gel SDS-PAGE de amostras da extracdo protéica total das
células (via intracelular) apds a inducdo evidenciou a presenca sugestiva da proteina L1
(55-58 kDa) em pelo menos 3 das 7 culturas recombinantes avaliadas (Figura 35.). O
controle negativo indicou que, mesmo para a linhagem transformada apenas com o
vetor pPICZA sem o inserto L1 e induzida sob as mesmas condicdes, ndo foi possivel a
visualizacdo da banda em questdo. J& o controle positivo, cujo extrato protéico provem
de leveduras P. pastoris, linhagem GS115 e transformadas com o vetor de expresséo
pPICZ, contendo o gene lacZ, evidencia a capacidade do sistema de expressar niveis
detectaveis de proteina recombinante.

O SDS-PAGE com as amostras de sobrenadante bruto proveniente da expressao
extracelular de L1 de BPV-2, contudo, ndo apresentaram concentracdo protéica
suficiente para visualizacdo por método Comassie-Blue (resultado omitido), apesar do
controle positivo realizado com P. pastoris, linhagem GS115, transformada com
pPICZAaHSA ter evidenciado bandas correspondentes a albumina sérica humana
recombinante demonstrando a funcionalidade do sistema de expressdo (Figura 36.).
Uma confirmacdo mais precisa acerca da expressdo, somente foi possivel apos os
resultados posteriores por dot blotting (Figuras 38., 39. e 40.), no qual foi utilizado
anticorpos anti-His, cujo antigeno é a cauda de poli-histidina fusionada a extremidade
C-terminal da proteina recombinante. Portanto, os ensaios imunoldgicos verificaram a
expressao da proteina em sua integridade, seja para o fenétipo de expressao intracelular,
seja para o fenotipo de expressdo extracelular.

De acordo com os resultados descritos neste trabalho, a linhagem X-33 de P.
pastoris, transformada com o cassete de expressdo pPICZAL1B2, bem como aquela
transformada com o cassete pPICZAoL1B2, demonstrou-se capaz de produzir a
proteina L1 de BPV 2 apds inducdo com metanol. Isto representa uma etapa

fundamental para a implantacdo de uma estratégia vacinal contra infec¢des por
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papilomavirus. Nas condicGes de cultivo previamente citadas, foi possivel obter uma
producdo média de proteina total de 5ug/pL (para a via intracelular, extrato total de lise
celular de 50mL de cultura) e 7ug/pL (para a via extracelular, de 50 mL de
sobrenadante liofilizado), reagentes ao anticorpo anti-HIS (6XHIS), conforme avaliado
em ensaio dot blotting.

Para alguns tipos de proteinas, a expressdo heterologa intracelular é
recomendavel, considerando-se a manutengdo da estrutura e/ou atividade do produto
(Maresova et al. 2010). Outra situacdo em que é preferivel a expressdo intracelular é a
pesquisa de moléculas cuja atividade relaciona-se a eventos citoplasmaticos, como no
estudo realizado por Doyle e colegas em 2009, onde puderam verificar a reducdo da
citotoxicidade do 15-acetildioxinivalenol em leveduras por ocasido da expressdo
heter6loga de anticorpos intracelulares. Diferentemente, as leveduras transformadas
com a constru¢do pPICZAoaL1B2 tornaram-se aptas exportar a proteina L1,
simplificando as etapas de purificacdo e recuperacdo. Torna-se ainda mais desejavel esta
via, devido ao fato de poucas proteinas nativas da levedura serem secretadas, 0 que
facilita o reconhecimento da proteina heter6loga. Principalmente para produtos de uso
vacinal, a expressdo pela via extracelular pode ser preferivel por minimizar
consideravelmente a presenca de contaminantes por ocasiao da purificacdo (Ebrahimi et
al. 2010).

Para novas analises da expressdo da proteina L1, tanto a obtida pela via
intracelular como pela via extracelular, as amostras positivas nos ensaios de dot blotting
foram submetidas a ensaio de western blotting, utilizando os mesmos anticorpos.
Entretanto, ndo foi possivel a identificacdo da proteina por essa metodologia. Essa
auséncia de sinal apropriado no western blotting pode ser atribuida a perdas protéicas
por manipulacdo das amostras ou mesmo aos baixos niveis de expressdo do sistema,
ainda carente de otimizacgdes para a producdo desta proteina.

As proteinas de papilomavirus derivadas de sistemas de expressdo heterdlogos
merecem ainda atencdo especial para sua recuperacao apos a inducdo. Alguns autores
relataram a formacgdo de agregados dos pentameros de L1 de HPV, sob a forma de
VLPs, quando em contato com superficies de membranas ou submetidas a
procedimentos de dialise, além de afinidade a superficies de prolipropileno e vidro (Shi
et al., 2005). Seria possivel ainda que uma parte substancial da producdo total da
proteina L1 de BPV-2 esteja sendo perdida em meio aos restos celulares, retida em

membranas, devido ao seu carater hidrofébico, como relatado em trabalhos anteriores
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de Kotzé e colaboradores em 2007, que a proteina L1 de HPV-16 apresenta afinidade
por sistemas de membranas lipidicas citoplasmaticas, prejudicando sua recuperacdo. A
utilizacdo de surfactantes ndo i0nicos nas solugdes aquosas de VLPs, tanto quanto a
aplicacdo de protocolos para desmontagem e remontagem dessas particulas (Mach et
al., 2006) evitam a agregacdo e conseqliente perda de material. Até mesmo o
processamento para extracdo do conteddo protéico das células por meio de lise
mecanica com pérolas de vidro pode promover a degradagdo protéica e representa um
ponto plausivel de perda de material.

Em relacdo a sequéncia do gene L1 de BPV 2 é possivel que ela contenha
regides inibitorias (ou cddons raros) capazes de reduzir a expressao do gene heterélogo
em P. pastoris. A substituicdo de cddons raros no gene heterdlogo para a traducéo nesta
levedura pode aumentar significativamente seus niveis de expressdo. Teng et al (2007) e
Outchkourov et al (2002) demonstraram resultados surpreendentes ao relatarem um
aumento de 10 e 20 vezes, respectivamente, em comparacdo com a expressao de gene
selvagem em P. pastoris, atraves da otimizagdo dos codons. De acordo com as analises
in silico feitas a partir da seqiiéncia L1 de BPV 2 depositada no GenBank, existe uma
diferenca em torno de 12% entre o codon usage do gene L1 e da levedura P. pastoris
(Anexo Il1). Em outras palavras, aproximadamente 12% dos codons presentes no gene
heter6logo sdo raramente utilizados pelo hospedeiro em questdo. E coerente, entdo,
destacar que os baixos niveis de expressao, tanto para a via intracelular como para a via
extracelular, podem ser consequliéncia, também, dessa diferenca na utilizacdo de codons.

Além dos aspectos genéticos, as condi¢cbes de cultivo parecem ser
particularmente mais criticas para a via extracelular de expressao em P. pastoris, onde a
proteina recombinante € sujeita as variantes no meio de cultura diferentes daquelas as
quais estaria submetida no meio intracelular. Para ambas as vias utilizadas, varios
parametros podem ser otimizados, como temperatura, pH, aeracdo entre outros. Alguns
parametros sdo comumente danosos a ambas as vias como, a concentragdo de metanol
disponivel no meio de inducdo, o qual pode afetar negativamente as taxas de transcricdo
do gene heterdlogo (Cereghino, 2002). Alguns dos produtos da degradacéo intracelular
do metanol sdo téxicos a célula e, quando em excesso, pode conduzi-la a morte.
Paralelamente, como o metabolismo do metanol requer altos niveis de oxigénio, a
expressdo de genes regulados pelo promotor AOX1 € prejudicada pela limitagdo de

oxigénio (Gelissen et al. 2005). A utilizacdo de frascos aletados, capazes de
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potencializar a circunvolucdo do cultivo foi uma das melhorias implementadas neste
trabalho para corrigir de forma pontual a questio da aeracéo.

E de grande importancia uma atencdo a mais ao se lidar com expressdo
extracelular, principalmente no que diz respeito a utilizacdo de meios de cultura. Os
meios de cultura para crescimento de altas densidades celulares e inducdo de expressao
recombinante para linhagens P. pastoris sdo, praticamente, inalterados desde aqueles
descritos pela Companhia Philips de Petr6leo em 1970, para o ganho de massa celular
para obtencdo de proteina. Apesar de sua aplicacdo ter alcancado resultados razoaveis
para a maioria das proteinas recombinantes, a turbidez e precipitagdo ocasionada pela
concentracdo salina costumam prejudicar a mensuragdo de densidade (Cereghino,
2002).

Brady e colegas (2001) relataram que substancias semelhantes a lipidios eram
formadas no sobrenadante obtido apOs experimentos de fermentacdo, nos quais se
utilizou a concentracdo salina recomendada no preparo convencional do meio de
cultura. Esse lipideo foi apontado como a causa principal de problemas durante o
processamento do sobrenadante, além de induzir a agregacdo de proteinas
recombinantes secretadas. O estudo de Brady demonstrou que reduzir a concentracao de
sais no meio de cultura (para pelo menos % do recomendado pelo protocolo de
crescimento de P. pastoris, alem de diminuir a interferéncia em analises de densidade
celular da cultura, reduz ou mesmo elimina a formacdo dessas substancias, que
dificultam a purificacdo de proteinas secretadas. Em nossos experimentos de
crescimento e inducgdo, a concentracdo de sais no meio de cultura foi representada
principalmente pelo sulfato de aménio (1%) presente na solucdo de YNB (Yeast
Nitrogen Base) e pelo tampédo fostfato de potéssio (solucdo K,HPO4,/KH,PO4 100mM).
Foi observado que o sobrenadante recuperado por centrifugacdo dos cultivos de
expressdo extracelular, realmente apresentaram alguma substancia lipidica decantada
irregular, apontada como provavel responsavel por perdas de proteina recombinante e
resultados anémalos e indeterminados nos ensaios de eletroforese SDS-PAGE para
essas amostras.

Outra explicacdo para o baixo rendimento da proteina L1 secretada, em P.
pastoris, vinculada as condi¢es do meio de cultura, poderia ser a retencdo intracelular
do produto da expressdo heterdloga. Em seus estudos com expressdo extracelular de
tripsinogénio em P. pastoris, Hohenblum e colegas (2004), utilizando o promotor GAP

(constitutivo), realizaram experimentos de cultura em glicose e em metanol, como
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fontes de carbono, e verificaram que em ambas, apos lise das células transformadas,
foram detectadas fragcBes substanciais da proteina recombinante em forma insolGvel
retida no meio intracelular. Entretanto, somente, nas culturas submetidas ao crescimento
alimentado por glicose, foi possivel a obtencdo de tripsinogénio recombinante soltvel
no sobrenadante. Seus achados indicam que, apesar da presenga do fator a de secregao,
a fonte de carbono utilizada é um determinante para a correta expressdo extracelular da
proteina heterdloga.

Por fim, outra questdo pertinente a expressdo heteréloga em P. pastoris,
principalmente para a expressao extracelular, € o controle de protedlise do produto
heter6logo. De maneira geral, proteinas recombinantes secretadas apresentam o
potencial de serem proteoliticamente degradadas em meio de cultura por proteases
extracelulares, proteases ligadas a células (Kang et al. 2000) e/ou por proteases
intracelulares de células lisadas durante o crescimento e inducdo. Entretanto, para P.
pastoris, ndo ha registro documentado de proteases extracelulares, além de, como ja foi
relatado, apenas baixos niveis de proteinas enddgenas sdo secretadas por esta levedura
(Cregg & Cereghino, 2000; Jahic, 2003).

Algumas estratégias de cultivo visam o controle de protedlise e algumas delas
puderam ser aplicadas em nossos ensaios de expressdo extracelular da proteina L1 em
P. pastoris. A estabilidade de um produto heter6logo pode ser aumentada pela adicdo
de suplementos ricos em aminoacidos (casamina, peptona) ao meiode cultura, por
agirem como substratos alternativos e competitivos as proteases (Werten et al. 1999).
Nos ensaios de cultivo apresentados neste trabalho, s6 foram obtidos crescimento
celular e niveis de expressdo vidveis com uso de meios de cultura complexos, acrescidos
de extrato de levedura e peptona. Reduzir a temperatura na qual se desenvolve a
inducdo é outra estratégia recomendada para aumentar o rendimento de proteinas
recombinantes secretadas. Li e colaboradores (2001) demonstraram, ao diminuir a
temperatura de cultivo (de 30°C para 23°C), um aumento no rendimento de proteinas
anticongelantes do arenque, bem como em sua viabilidade. Seguindo os relatos de
outros autores (Hong et al., 2002; Jahic, 2003) que verificaram um aumento
consideravel em seus niveis de expressdo extracelular, novos experimentos de
crescimento e inducdo foram realizados com as col6nias transformadas com a
constru¢do pPICZAaL1B2, submetidas entdo a inducdo a uma temperatura controlada
de 23°C, a partir das quais o sobrenadante forneceu resultados positivos em dot blotting,

conforme visto nas Figuras 39 e 40.
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Muito embora a expressdo de proteinas heterélogas em P. pastoris possa ser
realizada com sucesso em frascos, é inquestionavel que os niveis de producdo sdo
maiores com a utilizacdo de fermentadores, nos quais € possivel o controle fino de

parametros acima discutidos (Cereghino, 2002).
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7. CONCLUSAO

A construcdo e avaliacdo dos vetores de expressio pPICZAL1B2 e
pPICZAoL1B2 forneceram resultados que indicaram sucesso na producdo da proteina
L1 de BPV-2 em células da levedura Pichia pastoris. Conforme todos os achados aqui
descritos, desde as etapas de clonagem até a expressdo induzida dos clones da levedura,
de acordo com suas vias intra- ou extracelular, a producdo da proteina L1 pOde ser
detectada. As observagOes de expressdo da proteina L1, seja pela via intracelular, seja
pela via extracelular, fornecem subsidios técnicos da utilizacdo da levedura P. pastoris
como uma sistema de expressdo heterdloga interessante para a producdo de proteinas
dos mais diversos tipos de papilomavirus, conforme a necessidade vacinal desejada.

No que diz respeito a comparacdo entre as vias de expressao, muito ainda
precisa ser estudado e é de grande importancia se considerar de que maneira a escolha
da via afeta o produto recombinante. Ambos os fendtipos obtidos para a levedura
demonstraram-se como meios alternativos de um sistema viavel e potencialmente
promissor para futuras aplicacbes na biotecnologia de producdo de proteinas
recombinantes de papilomavirus. E inegavel que a praticidade metodoldgica de
recuperacdo/purificacdo da proteina L1 a partir da via extracelular do sistema, se
apresenta ndo apenas como uma possibilidade, mas como uma alternativa desejavel para
um produto cuja producdo esta destinada a insumos vacinais. Entretanto, um conjunto
de pardmetros, dos quais se aponta as condi¢Ges de cultivo, a sequéncia do gene
heter6logo e os métodos de recuperacdo, ainda carecem de otimizacdes que devem

contribuir para melhores rendimentos de expressao.
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ANEXO | — Proteinas recombinantes expressas em P. pastoris, adaptado de Macauley-Patrick, 2005

Proteina expressa Funcdo Nivel de expressdo

Bactéria

Cadeia pesada do fragment C de Clostridium Antigeno 205 mg/kg de

botulinum sorotipo F [BoNTF(Hc)] célula

Escherichia coli AppA Usado na industria de alimentagdo animal como 117 +1 U/mL
fonte de fosfato inorganico

Escherichia coli phytase Usado na industria de alimentagdo animal para 6.4 g/L
aumentar a utilizacéo de fésforo

Gluconoacetobacer diazotrophicus exo-levanase Potencial fonte de frutose para producéo de xarope 0.46 g/L
de alta frutose

Aqualisina | Thermus aquaticus YT-1 Protease de serina subtipo lisina termoestavel 1lg/L

Fungos

Tanase de Aspergillus oryzae Hidrolisa as ligagdes do tipo éster e depsideos de 72 mg/L
gallotaninas e ésteres de 4cido galico

Proteina fusionada de Candida antartica CBM— Lipase 1.3g/L

CALB

Lipase/ aciltransferase de Candida parapsilosis Catalisa a alcodlise de ésteres 5.8 g/L

Lipase de Rhizopus oryzae Catalisa a quebra de triglicerideos 19 U/mL

Cellobiose dehifrogenase (CDH) de Trametes Oxidagao de grupos terminais redutores de 225 U/mL

versicolor Cellobiose

Lacase (Iccl) deTrametes versicolor Fenoloxidase 23.9 U/mL

D-amino acido oxidase (DAAOQ) de Trigonopsis Flavoproteina, oxidoreductase 1.46 UIMG

variabilis

Invertebrados

Antigeno BM95 de Boophilus microplus Protecéo de gado contra infestagéo de B. 550.0 mg/L
micropolus

Catepsina L de Pandalus borealis (camaréo) Proteinase de cisteina 60.0 mg/L

Vertebrados (ndo humanos)

Veneno batroxobina de Bothrops atrox moojeni Quebra a cadeia alfa do fibrinogénio 7 mg/L

Cadeia leve da enteroguinase bovina (EKL) Proteinase duodenal de serina 350.0 mg/L

Lactoferrina equina (ELF) Proteina ligante do ferro, familia das transferrinas 40.0 mg/L

Lisozima H5 do ovo de galinha Efeitos bactericidas 2.1 mg/L

Ovotransferrina do ovo de galinha branco Proteina ligante do ferro, familia das transferrinas 57.0 mg/L

Endostatina de camundongo Supressor de crescimento tumoral 133.33 mg/L

Interferon-z (r-olFN-z ) ovino Atividade antiviral e antiproliferativa 391.7 mg/L

Lactoferrina Porcina (PLF) Glicoproteina ligante do ferro, familia das 12.0 mg/L
transferrinas

Humanos

Receptor u-Opioid (HUMOR) Receptor acoplado & proteina G (GPCR) 4.0 pmol/mg

Receptor opidide fusionado a proteina verde- Receptor acoplado a proteina G (GPCR), 1250 pmol/Il

fluorescente

Angiostatina Usado em terapias de longo prazo para supresséo de  108.0 mg/L
metéstases

Fragmento Fab Anti-HBs Prevencéo e tratamento do virus da hepatite B 50.0 mg/L

DNA topoisomerase | (hTopo I) Atua na replicacdo, transcri¢do, recombinacéo do 11-58 mg/L
DNA e agrupamento do cromosomo

receptor D2S de dopamina Proteina G 3-13 pmol/MG

Fator estimulador de col6nia do macréfago- Regulagdo da atividade de maturagéo de 180.0 mg/L

granulécito (hGM-CSF) granuldcitos diferenciados e macréfagos

Inibidor a protease de serina SERpin C1-INhibitor  Glicoproteina plasmatica, inibidor de reagdo 180.0 mg/L

(C1-Inh) inflamatéria

Albumina sérica Ligante e transportador, coloide osmotico 13.4 mg/g

Amildide P sérico (SAP) Proteina G, inibidor da formacéo de auto-anticorpos ~ 12.0 mg/L
contra DNA

Dominio extracelular do receptor tipo Il do Fator-  A-TGF antagonista, regula a proliferacéo celular e 20.0 mg/L

P de crescimento transformante diferenciacdo

(SolRII)

Plantas

Aglutinina da campéanula-branca Amaryllidaceae Ligante de grupos a-D-mannose 80.0 mg/L

al,3-fucosiltransferase de Arabidopsis thaliana Biosintese de oligossacarideos O-linked e N-linked 1.0 U/L

Gsp (Panax ginseng C, peptidio medicinal) Uso potencial como droga contra diabetes 800.0 mg/L

Proteinase de cisteina de milho (Mir1l) Germinacao, senescéncia Insoluvel/inativo

a-amylase (Amy 1A/3D) de arroz Hidrélise do amido 340.0 mg/L

p-D-fructofuranosidase (Ospgfruct3) de arroz Hidrdlise da sucrose 0.35 U/L

Solanum tuberosum (apyrase de batata) Fosfohidrolase, 1.0 mg/L
inibic8o da agregacdo plaquetaria

Taumatina Il Thaumatococcus daniellii Proteina “sweet-tasting” 25 mg/L

Virus
Nucleoproteina do virus do sarampo (MeN)

Responsavel pelo empacotamento do genoma viral

29% de proteina
total
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ANEXO Il — Sequéncia do gene L1 de BPV-2
Extraido do GenBank: M20219.1

Gene L1/BPV-2

ATGGCGTTGTGGCAACAAGGCCAAAAGCTGTATCTCCCTCCAACCCCTGTAAGCAA
GGTGCTATGCAGTGAAACCTATGTGCAAAGAAAAAGCATATTCTATCATGCAGAAACGGAA
CGCCTGTTAACTGTAGGACATCCATACTACCAAGTCACTGTGGGGGACAAAACTGTTCCCAA
AGTGTCTGCTAATCAATTTAGAGTTTTTAAAATACAGCTCCCCGATCCCAATCAGTTTGCATT
GCCTGATAGGACTGTGCACAATCCAAGCAAGGAGCGCCTGGTTTGGGCTGTAATAGGGGTTC
AAGTATCTCGTGGCCAACCACTAGGAGGCACAGTTACTGGGCACCCCACTTTTAATGCTCTG
CTTGATGCAGAAAATGTTAATAGAAAAGTTACTGCACAAACAACAGATGACAGGAAGCAAA
CAGGATTAGATGCTAAGCAACAACAGATTCTGTTGCTGGGCTGTACCCCTGCAGAAGGGGA
ATACTGGACCACAGCCCGTCCATGTGTTACTGATAGACTAGAAAATGGTGCGTGTCCTCCTT
TAGAATTAAAGAACAAACACATAGAAGATGGAGACATGATGGAAATAGGGTTTGGTGCTGC
TGACTTTAAAACACTAAATGCCAGTAAATCAGATCTACCTCTTGACATTCAAAATGAAATAT
GCCTGTATCCAGACTACCTCAAAATGGCTGAAGATGCTGCTGGAAACAGTATGTTCTTCTTT
GCAAGAAAAGAACAAGTGTATGTAAGGCATATATGGACTCGGGGGGGCTCTGAAAAAGAA
GCACCCAGTAAAGACTTCTACCTCAAAAATGGTAGAGGTGAAGAAACTCTAAAAATACCTA
GTGTGCACTTTGGCAGTCCCAGTGGATCCTTGGTGTCCACTGATAATCAAATATTTAACAGG
CCTTATTGGCTATTCAGGGCTCAGGGCATGAACAATGGGATTGCATGGAATAATTTATTATT
TTTAACTGTAGGGGATAACACACGGGGAACTAACCTTAGTATTAGTGTAGCTGCAGATGGAA
ACGCATTGTCAGAGTATGATACTGGCAAATTTAACCTATACCATAGGCATATGGAAGAATAT
AAGCTAGCATTTATATTGGAGCTGTGCTCTGTTGAGATTACTGCACAAACACTGTCACATCT
GCAAGGACTGATGCCCTCTGTGCTACAAAACTGGGAAATCGGGGTGCAACCTCCTGCTTCTT
CTATTTTAGAAGATACTTATAGGTACATAGAGTCTCCTGCAACTAAATGTGCAAGTAATGTT
ATACCACCCAAAGAAGACCCTTATGCAGGGCTTAAGTTTTGGAGCATAGACTTAAAAGAAA
AGCTGTCTTTGGACTTAGACCAATTTCCCTTGGGAAGAAGATTCTTAGCTCAGCAAGGGGCA
GGATGTTCAACTGTGAGAAAGAGAGCTGTTGCAACCAGAAATTCCAGTAAGCCTGCAAAAA
GAAAAAAAATCAAAGCTTAA
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(red)x
sequence derived from Bovine Papillomavirus

ANEXO Il — Anélise do uso de codons BPV-2/P. pastoris
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