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RESUMO

A ancoragem de proteinas a superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
pode ser empregada como forma alternativa de produzir proteinas heterélogas para
diversos fins. Tal abordagem pode ser empregada no desenvolvimento de vacinas e
imunoreagentes, uma vez que a exposicao de proteinas na superficie da levedura se
mostra uma ferramenta eficiente tanto para a apresentacdo de antigenos ao sistema
imune, como também para a triagem de anticorpos. Neste trabalho, construimos
linhagens recombinantes de S. cerevisiae para ancorar na superficie celular antigenos
virais. Nessas linhagens, a proteina heteréloga esta fusionada a uma proteina nativa
da parede da levedura que funciona como ancora (a-aglutinina). Para isto utilizamos
o kit comercial EBY100/pYD1, o qual utiliza um vetor episomal para realizar a
expressado. O epitopo 2F5 do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi ancorado na
superficie celular da levedura a fim de demonstrar o uso da ancoragem para a
utilizacdo em imunoreagentes. Este, por sua vez, demonstrou ter uma diferenca
significativa nos imunoensaios quando utilizado o anticorpo anti-2F5 para detec¢éo do
epitopo 2F5 ancorado na levedura, em comparacdo a levedura hospedeira. Além
disto, foi possivel comparar a expressao por dois sistemas de clonagem, epissomal
(multicépia) e integrativa (monocdpia), para obter a melhor deteccao do oncogene E6
do Papilomavirus Humano (HPV). Como resultado foi possivel observar que o uso de
estratégias de clonagem multicdpia parece ser a melhor escolha, pois através dos
imunoensaios utilizando o anticorpo anti-E6 para deteccao do antigeno E6 ancorada
na superficie celular da levedura, observamos uma diferenca significativa quando
comparado a levedura hospedeira. As linhagens aqui construidas podem ser Uteis
em futuras estratégias para imunoreagentes e vacinais, sendo necessarios estudos
adicionais de analise da expressao e ancoragem dessas proteinas, bem como ensaios

imunologicos para verificar suas propriedades imunogénicas.

Palavras-chave: Levedura; Ancoragem; Vacinas; Imunoreagentes; Epitopos.



ABSTRACT

The anchoring of proteins to the cell surface of the yeast Saccharomyces cerevisiae
can be used as an alternative way to produce heterologous proteins for different
purposes. Such an approach can be used in the development of vaccines and
immunoreagents, since the exposure of proteins on the surface of the yeast proves to
be an efficient tool both for the presentation of antigens to the immune system, as well
as for the screening of antibodies. In this work, we constructed recombinant strains of
S. cerevisiae to anchor viral antigens on the cell surface. In these strains, the
heterologous protein is fused to a native protein of the yeast wall that functions as an
anchor (a-agglutinin). For this, we used the commercial kit EBY100/pYD1, which uses
an episomal vector to perform the expression. The 2F5 epitope of the human
immunodeficiency virus (HIV) was anchored to the cell surface of yeast in order to
demonstrate the use of the anchor for use in immunoreagents. This, in turn, was shown
to have a significant difference in immunoassays when the anti-2F5 antibody was used
to detect the 2F5 epitope anchored in yeast, compared to the yeast host. Furthermore,
it was possible to compare the expression by two cloning systems, episomal
(multicopy) and integrative (monocopy), to obtain the best detection of the Human
Papillomavirus (HPV) E6 oncogene. As a result, it was possible to observe that the use
of multicopy cloning strategies seems to be the best choice, because through
immunoassays using the anti-E6 antibody to detect the E6 antigen anchored on the
yeast cell surface, we observed a significant difference when compared to the yeast
host. The strains constructed here may be useful in future strategies for
immunoreagents and vaccines, requiring additional studies to analyze the expression
and anchoring of these proteins, as well as immunological assays to verify their

immunogenic properties.

Keywords: Yeast; Anchoring; Vaccine; Immunoreagent; Epitope.
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de levedura, a Saccharomyces cerevisiae é reconhecida
como organismo modelo para estudos de manipulagdo genética e amplamente
utilizada como hospedeira em estratégias de expressao de proteinas heterélogas.
Além das vantagens ja estabelecidas, existe o fato de ser um organismo reconhecido
como seguro (GRAS — Generally Regarded as Safe) e ser capaz de realizar
modificagbes pos-traducionais tipicamente associadas a eucariotos, como a
glicosilacdo, por exemplo. Sistemas alternativos de expressdo de proteinas
recombinantes tém sido desenvolvidos, um destes utilizando a levedura como
plataforma de producao de proteinas através da sua ancoragem na superficie celular
(YSD - Yeast Surface Display). O advento de tais sistemas pode facilitar e acelerar
grandemente a utilizacdo da expressao heterdloga em S. cerevisiae para aplicacdes
mais complexas, que exijam a construcdo de multiplas linhagens, a exemplo de uma
abordagem de screennig de bibliotecas génicas. Além dessas vantagens, é possivel
utiizar em S. cerevisiae 0 sistema de ancoragem de proteina visando o
desenvolvimento de vacinas e imunorreagentes, uma vez que a exposicdo de
epitopos na superficie da levedura se mostra uma ferramenta eficiente tanto para
apresentacao de antigenos ao sistema imune, como também para a triagem de soros
com base na ligacdo ao seu anticorpo especifico.

Visando estabelecer uma plataforma de expressao e ancoragem de proteinas
recombinantes em S. cerevisiae, optamos por utilizar o sistema EBY100/pYD1,
desenvolvido por Boder e Witrupp (1997), e o sistema de integracdo cromossoémica
EasyClone-MarkerFree baseado em CRISPR-Cas9, desenvolvido por Jessop-Fabre
et al. (2016). O sistema EBY100/pYDL1 utiliza um vetor epissomal pYD1 que permite a
clonagem de uma sequéncia heterdloga que resulta em fusdo a extremidade C-
terminal da proteina nativa Aga2p, a qual se liga por pontes dissulfeto a proteina que
estd na membrana, a Agalp de S. cerevisiae (Invitrogen, 2002). Por outro lado, o
sistema EasyClone-MarkerFree permite a integracdo sitio-dirigida de sequencias
génicas de interesse mediada pela endonuclease Cas-9 e tem facilitado e acelerado
a obtencédo das linhagens recombinantes, conferindo maior estabilidade genética a
estas linhagens. Desta forma, €& possivel utilizar estes sistemas para diversas
abordagens e aplicacdes, por exemplo como vacina de célula inteira e no

desenvolvimento de imundgenos.



13

No manuscrito intitulado “Deteccédo por yeast-ELISA do scaffold-epitopo
Top7-2F5 ancorado na superficie celular da levedura” foi demostrada a construgao
da linhagem recombinante de S. cerevisiae expressando o epitopo 2F5 de HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Humana) ancorado a sua superficie celular e seu eficaz
reconhecimento por anticorpo especifico anti-2F5 em ensaios do tipo yeast-ELISA.
Estes resultados posicionam o sistema de ancoragem aqui utilizado como bastante
promissor para acelerar a avaliacdo in vivo de antigenos do tipo scaffold-epitopo
concebidos in silico.

Com o objetivo de comparar linhagens recombinantes construidas a partir do
uso de sistemas de expressdo epissomal e por integracdo cromossdmica, foram
construidas linhagens recombinantes de S. cerevisiae expressando a oncoproteina
E6 do Papilomavirus humano (HPV). Os resultados estdo apresentados no manuscrito
“Deteccdo da ancoragem da oncorproteina E6 de HPV-16 por yeast-ELISA
atraveés de expressdo monocoépia e multicopia” e indicam o sistema de clonagem
multicopia como mais eficiente para a ancoragem desta oncoproteina, a partir da
deteccdo realizada por anticorpo anti-E6 em ensaios do tipo yeast-ELISA. As
linhagens aqui construidas poderéo ser futuramente avaliadas como estratégia vacinal
terapéutica.

Além disto, foi ainda possivel aprimorar a técnica de avaliagcdo da ancoragem
da proteina na membrana da levedura por meio de ensaios de yeast-ELISA, visando
reduzir custo e tempo para a triagem soroldgica e, consequentemente, o diagndstico

de doencas.
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2 OBJETIVOS

2.1GERAL

Construgao de linhagens recombinantes de S. cerevisiae baseados na ancoragem de
proteinas a superficie celular da levedura.

2.2ESPECIFICOS

- Construir a linhagem recombinante contendo o epitopo 2F5 de HIV ancorado a
superficie celular, visando a produ¢do de imunorreagente;

- Verificar a ancoragem do epitopo 2F5 bem como sua funcionalidade utilizando o
reconhecimento especifico pelo anticorpo anti-2F5.

- Construir duas linhagens recombinantes de S. cerevisiae contendo a proteina E6 de
HPV ancorada a superficie celular, utilizando as técnicas de clonagem epissomal e
integrativa,;

- Comparar e eficiéncia de ancoragem entre as linhagens construidas pelos métodos

de modificacdo genética: epissomal e integrativa,;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae COMO ORGANISMO MODELO

Saccharomyces cerevisiae € um fungo unicelular que possui 12.068
quilobases (kb) de DNA organizado em 16 cromossomos. Seu genoma foi
completamente sequenciado por um consércio de pequenos laboratérios, com cerca
de 600 pesquisadores envolvidos, no qual encontraram 6.000 genes, sendo 5.570
previstos para codificar proteinas (Goffeau et al., 1996; Wood et al.,, 2001). S.
cerevisiae é utilizada extensivamente na fermentacao de alimentos e bebidas, na qual
tem um valor comercial bastante elevado. No que diz respeito a industria de bebidas,
a levedura esta envolvida na producdo de muitas delas, como o vinho, a cerveja, a
sidra e em bebidas destiladas (Walker e Stewart, 2016). Em relacdo a aplicacdo em
indastria de panificagéo, a S. cerevisiae é a espécie de fermento mais comum, usada
desde o século 19 (Heitman et al., 2018). Além disso, é utilizada também na industria
de bioetanol, o qual é produzido a partir de fermentacéo de acucares provenientes de
diversas fontes, principalmente substratos ricos em sacarose, como cana-de-acucar,
beterraba, milho, arroz, trigo, etc (Mohd Azhar et al., 2017).

Na biotecnologia moderna, esta levedura tem sido extensivamente aplicada a
diversos fins devido a caracteristicas vantajosas como: genética bem estabelecida,
taxa de crescimento rapido, necessidade nutricional simples e sdo consideradas
geralmente seguras (GRAS), status estabelecido pela US Food & Drug Administration
(Yang e Blenner, 2020). Desta forma, diversas aplicagdes foram desenvolvidas
visando a producédo de proteinas heterélogas destinadas a industria farmacéutica
(Paddon e Keasling, 2014), biocombustiveis (Ryu e Karim, 2011; Liu et al., 2016),
vacinas baseadas em leveduras (Shibasaki e Ueda, 2016; Lei et al., 2020; Cen et al.,
2020), triagem de anticorpos (Mathew et al., 2018) entre outros usos (Grzeschik et al.,
2017; Jemli et al., 2016).

3.2 S. cerevisiae COMO SISTEMA DE EXPRESSAO HETEROLOGA

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante em 1972, novas
possibilidades para produzir proteinas em sistemas heter6logos vem sendo
desenvolvidas ao longo dos anos, com o0 objetivo de obter maiores rendimentos na

producdo de proteinas heterélogas. Atualmente, varios sistemas de expressao de



16

levedura sao utilizados para produzir proteinas recombinantes, com maior énfase nas
aplicacoes industriais e médicas (Nicaud et al., 2002; Celik e Calik, 2012; Ergun et al.,
2019). A praticidade no uso de levedura se da pelo fato de, além das caracteristicas
ja mencionadas, possuir a capacidade de modificacdes pos-traducionais eucarioticas
e a disponibilidade de ferramentas para manipulacdes genéticas (Baghban et al.,
2019). Assim, S. cerevisiae tem sido estabelecida como uma das espécies de levedura
mais bem caracterizadas e o hospedeiro mais utilizado para a producao de proteinas
recombinantes (Thak et al., 2020). Devido a seu status de organismo modelo e uso na
indUstria para a producao de proteina recombinante, muitos estudos tém se dedicado
a biologia molecular da secrecédo de proteinas heterdlogas buscando compreender a
trajetdria desde a expressao génica a secrecao das proteinas (Hou et al., 2012).

Em relacdo a secrecdo de proteinas, vdarias etapas sdo necessarias e
centenas de proteina estdo envolvidas neste processo. Em S. cerevisiae, as funcdes
essenciais de secrecao, incluindo translocacdo através da membrana do reticulo
endoplasmatico, glicosilagcdo, processamento e controle de qualidade, séo
semelhantes aos encontrados em eucariotos superiores (Delic et al., 2013) (Figura 1).
Os processos de modificacbes poOs traducionais sdo importantes, pois resulta na
estrutura tridimensional da proteina recombinante. Exemplos de modificacbes pos
traducionais consistem na adi¢do reversivel de um grupo quimico como fosfato,
carboidratos em glicosilacdo e polipeptideos em ubiquitinagdo (Prabakaran et al.,
2012). Essas modificacdes estao frequentemente relacionadas a atividade da proteina
recombinante e seu deslocamento no interior da célula. Em leveduras, a glicosilacdo
€ um dos principais desafios na producdo de proteinas recombinantes em
leveduras. Como aproximadamente 60% das proteinas recombinantes aprovadas
para uso terapéutico sao glicoproteinas, € fundamental que haja um padréo de
glicosilacdo adequado quando se utiliza leveduras como hospedeiros (Lagasseé et al.,
2017). Outra etapa importante € o direcionamento do processamento da proteina
através das champeronas, esta é uma etapa fundamental no processo de maturacéo
da proteina, uma vez que o processamento incorreto leva ao seu acumulo no reticulo
endoplasmatico e, portanto, reduz a quantidade de proteina secretada (Gasser et al.,
2008).

Portanto, as leveduras sdo hospedeiros microbianos preferidos para a
producdo de proteinas recombinantes, principalmente se tratando de proteinas que

se originam de eucariotos superiores (Yoo et al., 2019). Além disso, a secrecéo de
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proteinas recombinantes pelas células de leveduras simplifica o processo de
purificacdo, oferecendo uma vantagem para producéao industrial em grande escala. Os
biofarmacos, por exemplo, sdo proteinas recombinantes obtidas por processos
biotecnolégicos e o uso de tecnologias mais avancadas, vem contribuindo para o
crescimento e surgimento de novas proteinas no mercado (Thak et al, 2020). Na
Tabela 1, por exemplo, estdo elencadas as principais proteinas recombinantes
produzidas em S. cerevisiae em uso terapéutico, demonstrando a larga aplicacao

desta levedura para a producao e biossintese proteica.

Figura 1 - Célula de levedura mostrando as principais organelas envolvidas no processamento de
proteinas recombinantes. As setas indicam a via secretora, no qual as proteinas sao expressas no RE
(reticulo endoplasmatico) (1) e secretadas através do complexo de Golgi (2) por meio de vesiculas
secretoras (3). As proteinas sdo secretadas para o exterior da célula ou ancoradas em superficie por
meio de uma proteina ancora (como a a-aglutinina). RE: reticulo endoplasmético; CG: complexo de

Golgi.
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Tabela 1 - Principiais biofarmacos produzidos na levedura S. cerevisiae a partir da expressao de

proteinas recombinantes.

Proteina Nome Uso clinico Referéncia
recombinante comercial
Albumina Recombumin Para terapia em Bauer,
humanos 2014.
Proteina L1 (HPV 6, Gardasil Vacina contra o virus ~ Bryan, 2007
11, 16, 18) HPV
Peptideo de Victoza Tratamento de Zhang, et
Glucagon diabetes mellitus al., 2016
Insulina Humulin, Tratamento de Thim, et al.,
Novolin, diabetes mellitus 1986
Protaphane
Fator de crescimento Regranex Tratamento de Ulcera  Wang, et
derivado de diabética al., 2009.
plaquetas
Hormonio de Preos, Preotract Tratamento de Kang, et al.,
paratireoide osteoporose e 1998.
hipoparatireoidismo
Somatropina Valtropin Tratamento de Tomoko, et
deficiéncia de al., 1985.

hormonio de

crescimento

Fonte: Jozala et al, 2016 (com modificacfes).

3.3COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DE S. cerevisiae E CONSTITUICAO DAS

ANCORAS NATIVAS

Cerca de 30% do peso seco da célula de S. cerevisiae é devido a parede
celular e esta é composta em grande parte por polissacarideos (~85%) e proteinas
(~15%) (Lesage e Bussey, 2006). A parede celular da levedura é composta de uma
camada interna de glucanos e quitina, e uma camada externa de manoproteinas. A
camada externa inclui as estruturas mais ramificadas compostas por $-1,6-glucano e

manoproteinas sollveis (Van de Vaart et al.,, 1995). A maioria das proteinas
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incorporadas na parede externa se ligam covalentemente a B-1,6-glucano via
glicosilfosfatidil inositol (GPI) pela regido C-terminal rica em serina e treonina
(Matsuoka et al., 2014; Smits et al., 1999) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura da parede celular de S. cerevisiae. Glc: residuo de glicose; GIcNAc: N-

acetilglicosamina; GPI rem: remanescente da &ncora GPI; ASB: ponte sensivel a pH alcalino

proteina

proteina
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Fonte: Baptista, 2013
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Entre as manoproteinas podemos destacar as aglutininas especificas de
acasalamento que medeiam a adesdo célula-célula e se apresentam por
componentes menores da parede celular da levedura (Lipke e Kurjan, 1992). Células
de leveduras contendo tipos de acasalamento “a” e “a” expressam a-aglutinina e a-
aglutinina, respectivamente (Terrence, 1971; Cappellaro et al., 1991). Tanto a a-
aglutinina quanto o complexo a-aglutinina possuem uma regido de sinal de secrecéao,
rica em serina e treonina e um sinal de fixacdo de ancora de GPI (Cappellaro et al.,
1991, de Lesage e Bussey, 2006). A proteina Flolp, € um outro exemplo de proteina
da parede celular ancorada por GPI e esta envolvida na flocula¢do. Tanto a-aglutinina
e Flolp séo ancoras nativas que podem ser utilizadas para ancoragens de proteinas

heter6logas na sua porcdo N ou C terminal (Figura 3) (Boder e Wittrup, 1997; Wang
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et al., 2005; Sato et al., 2002).

Figura 3 - Representacéo dos trés principais tipos de proteinas ancoras que podem ser utilizadas em
sistemas de ancoragem de proteinas em S. cerevisiae. A-aglutinina representada pelo complexo de
proteinas Agalp e Aga2p ligadas por ponte dissulfeto, em vermelho a proteina fusionada na por¢ao
C-terminal da ancora, podendo estar também ancorada na porgcao N-terminal. O sistema a-aglutinina
ligado na sua porgao C-terminal na parede celular da levedura e, em vermelho a proteina fusionada
na porcao N-terminal. A proteina de floculagédo Flolp, podendo a proteina ser fusionada na porgao N
ou C-terminal, em vermelho a proteina esta fusionada na por¢cédo C-terminal. PI; proteina de interesse.

a-Aglutinina a-Aglutinina Floculina
e C
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N
2% _ Regido =
34\ e > C-terminal "
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Aga 1~ i ~
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S. cerevisiae

Fonte: Ueda, 2016, com modificagdes.

Outras proteinas de parede celular ancoradas por GPI (Cwplp, Cwp2p, Tipl,
Sed1, YCR89w e Tirlp) tem potencial de atuar como dominios de ancoragem a parede
celular, porém séo utilizadas em menor frequéncia devido ao desempenho bem-

sucedido de sistemas baseados em aglutininas (Van der Vaart et al., 1995).

3.4 ANCORAGEM DE PROTEINAS NA SUPERFICIE DE S. cerevisiae COMO
ESTRATEGIA PARA A PRODUCAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS.

A tecnologia de ancoragem em superficie foi descrita pela primeira vez como
ancoragem de pequenas proteinas por fusdo com a proteina do capsideo de fago,
num trabalho realizado por Smith (1985). A partir de entéo, varias outras abordagens
de ancoragem microbiana de proteinas heterdlogas foram surgindo (Ueda, 2016).
Esta estratégia tem uma ampla aplicacéo, incluindo: sele¢édo de proteinas (Gera et al.,
2013), producao de anticorpos (Grzeschik et al, 2017), ancoragem de enzimas para
biocatalise (Jemli et al., 2016; Schiidrmann et al.,, 2014; Ryu e Karim, 2011),
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bioadsorcdo (Shibasaki e Ueda, 2014), biorrefinaria para producdo de etanol de
segunda geracao (Liu et al., 2016) e producdo de vacinas e imunorreagentes (Lei et
al., 2020; Cen et al., 2020; Mathew et al., 2018) (Figura 4). Dentre os microrganismos
hospedeiros para utilizagcédo desta tecnologia, a levedura vem demonstrando ser mais
atraente para o desenvolvimento de plataformas de ancoragem de proteinas na
superficie celular, pois possui caracteristicas como:

) Tamanho celular grande, o que permite a ancoragem de um numero
maior de proteinas heterdlogas.

1)) A seguranca bioldgica da levedura (status GRAS) que permite o uso em
industrias de alimentos, medicamentos e para uso vacinal.

1)} Processamento pos-traducional da proteina a ser secretada, incluindo
glicosilagéo e ligagbes dissulfeto, permitindo um processamento mais proximo de
organismaos superiores.

IV)  Caracteristicas fisiologicas da levedura bem estabelecidas e facil cultivo,

permitindo o crescimento em altas densidades celulares.

Figura 4 - Viséo geral das aplicagcdes de ancoragem de proteinas na superficie de levedura
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Fonte: Andreu e Olmo, 2018.



22

Além destas caracteristicas, a levedura possui uma estrutura adequada para
a ancoragem de proteinas, pois possui uma parede celular rigida de cerca de 200 nm
de espessura, possui bicamada externa composta de manoproteinas e um esqueleto
interno de glicanos (Kondo e Ueda, 2004). O sistema de ancoragem de proteinas
possui trés principais caracteristicas (Smith et al., 2015):
a) Um peptideo sinal que tem como funcdo dirigir a proteina de interesse a
proteina ancora;
b) Uma proteina ancora de superficie na qual serd conjugada a proteina de
interesse e, assim ancorar de forma estavel na superficie celular;

c) Uma ou mais tags de detecc¢éo para a verificacdo da correta ancoragem.

As proteinas ancoras ligadas por GPI sdo amplamente utilizadas em sistemas
de ancoragem em superficie celular de levedura, dentre as quais a a-Aglutinina é a
mais utilizada, tendo sido aplicada ao sistema de ancoragem composto pelo vetor
pYD1 e pela linhagem hospedeira S. cerevisiae EBY100, desenvolvido por Boder e
Wittrup (1997). A linhagem EBY100 foi geneticamente modificada para promover a
substituicdo da regido promotora do gene AGAL, pelo promotor pGAL1, tornando sua
expressao indutivel por galactose. O vetor pYD1 (Figura 5B) contém o gene AGA2,
também sob controle do promotor pGAL1 e, a fusdo do gene de interesse a esta
sequéncia, permite a secrecao e ancoragem da proteina de interesse (PI) na porgcéo
externa da parede da levedura. Quando a linhagem EBY100, transformada com o
vetor pYD1 recombinante contendo o gene de interesse, é incubada em meio
contendo galactose, as proteinas Agalp e a fusdo Aga2p-Pl sdo expressas,
secretadas e ancoradas simultaneamente. Como resultado, a fusdo Aga2p-PI se liga
a proteina Agalp por pontes dissulfeto e, portanto, resulta em sua ancoragem na
superficie celular (Figura 5A). O gene TRP1 (envolvido no metabolismo do aminoécido
triptofano) contido no vetor € usado como marcador seletivo nutricional para
complementar a auxotrofia da linhagem EBY100 (Li et al., 2014). Além disso o vetor
possui tags (X-Press, V5 e 6xHis) que estardo fusionadas na Pl e, dependendo da
estratégia de clonagem, podem ser utilizadas para verificar a ancoragem da proteina

com o uso de anticorpos que se ligam de forma especifica a estes marcadores.
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Figura 5 - Sistema EBY100/pYD1. A) Ancoragem de proteinas heterélogas em S. cerevisiae
utilizando o vetor pYD1 (Invitrogen, 2012). B) Esquema do vetor pYD1 contendo as principais regides
para modificacdo e clonagem da proteina de interesse. O cassete AGA2 contém os sitios de
restricdes, no qual pode ser inserido o gene de interesse. Também possui as tags Xpress, o epitopo
V5 e a poli-histidina 6xHis para verificagdo da expresséo da proteina.
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Fonte: Invitrogen, 2012

A Tabela 2 exemplifica as principais aplicagdes desta plataforma e demonstra
como este sistema tem sido utilizado para ancorar diferentes tipos de proteinas com
aplicabilidade em varias areas da biotecnologia, incluindo a producdo de

imunorreagentes.

Tabela 2 - AplicagBes mais recentes do sistema EBY/pYD1 no desenvolvimento de estratégias em
diversos ramos biotecnoldgicos.

Aplicacdo biotecnoldgica Proteina ancorada Referéncia
Biocontrole de doenca do tomate por Flagelina Zhao et al.,
Botrytis cinera 2020.
Vacina oral de peixes carpas contrao CyHV-3 (subunidade Ma et al.,
herpes virus (KHVD) da proteina  de 2020.
envelope pORF65)
Antimicrobiano contra Endolisina (LysSA11) Chun et al.,
Staphylococcus aureus 2020.
Triagem de epitopo para uso Peptideo de insulina  Jeong et al.,
terapéutico 2019
Vacina oral da influenza H5N1 em Hemaglutinina A (HA) Lei et al,
galinhas 2016.
Desenvolvimento de imundgeno para Env (gpl120 e gp140) Mathew et al.,
HIV 2018
Minicelulossoma projetado para Co-expressao de Tian et al.,
fermentacao de bioetanol monooxigenase e 2019
celobiase

desidrogenase
Fonte: a autora, 2022
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3.5 USO DA ANCORAGEM NA SUPERFICIE DE LEVEDURA PARA A TRIAGEM

DE ANTICORPOS E NA PRODUCAOQ DE VACINAS

Os epitopos (pequenas porcbes de proteinas que geram respostas
imunoldgicas) estdo sendo cada vez mais usados em diversas aplicacbes
terapéuticas, diagnosticos, triagem de bibliotecas e na triagem sorologica
(Koutsopoulos, 2017). Suas principais caracteristicas sao: (I) tamanho pequeno (2-50
aminoacidos de comprimento), (lI) podem ser sintetizados quimicamente, (lII)
facilmente modificados, (V) baixa toxicidade e alta antigenicidade (Linciano et al.,
2019). Varios métodos para identificacdo de epitopos ja foram realizados como, por
exemplo a varredura de fragmentos peptidicos expostos a anticorpos (Geysen et al.,
1984) ou expressdo de bibliotecas de peptideos em bacteriéfago (Petersen et al.,
1999), E. coli (Christmann et al., 2001) e S. cerevisiae (Chao et al., 2004; Levy et al.,
2007). No entanto, esses métodos requerem passos de extracdo e purificacdo que
sao bastante laboriosos. Uma abordagem alternativa envolve ancorar na superficie da
levedura uma biblioteca de epitopos candidatos a serem testados como vacina e,
assim, servir como triagem para identificacdo de anticorpos especificos (Boder e
Wittrup, 1997; Chao et al., 2006; Mathew et al., 2018; Mata-Fink et al., 2013).

Uma das aplicacbes do sistema de ancoragem para apresentacao de
peptideos esta na identificacdo soroldégica de anticorpos a partir de proteinas
recombinantes, este método esta sendo muito utilizado em doencas tumorais e, levou
a identificagdo de novos antigenos marcadores de canceres tumorais (Li et al, 2004).
Trabalhos recentes também mostraram o agil mapeamento de epitopos para
anticorpos contra o HIV (gp-120), mostrando que a plataforma baseada em levedura
permitiu a triagem rapida de imundgenos e analises de amostras de soro (Mata-Fink
et al., 2013; Mathew et al., 2018). Aléem de aplicacdo no desenvolvimento de

imunoreagente na detecgdo do virus da Dengue (Farokhainejad et al, 2021).

Muitas proteinas heterdlogas, incluindo a primeira vacina recombinante
comercializada, a vacina contra a hepatite B, foram produzidas em S. cerevisiae,
(Valenzuela et al., 1982). Muitos trabalhos recentes tém demonstrado que a
ancoragem de proteinas em levedura esta sendo usadas como vacina profilatica. Por
exemplo, uma vacina oral contra candidiase foi produzida usando sistema de

ancoragem de proteina em S. cerevisiae (Shibasaki e Ueda, 2016) e, cerca de 60%
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dos camundongos testados foram protegidos contra a candidiase. Em outro caso, a
proteina E2 do envelope do virus da diarreia viral bovina (BVDV) ancorada na
superficie celular de S. cerevisiae foi capaz de estimular a producdo de CXCL-8 ou
interleucina 8 (principal mediador da resposta imune inata) em macrofagos. O mesmo
estudo também mostrou que a prépria levedura foi importante na estimulacdo de
células T, resultando na producédo de anticorpos (Patterson et al., 2012).

Estudos que utilizaram o sistema EBY100/pYD5 demonstraram que a
vacinagao oral em camundongos na auséncia de adjuvantes quimicos, provoca uma
resposta imune humoral e celular significativa contra o virus H7N9, sendo capaz de
fornecer protecdo imunoldgica contra o virus, dando suporte ao desenvolvimento de
vacinas seguras e eficazes contra o virus da influenza aviaria (Lei et al., 2020). Estudo
ainda mais recente demonstrou 0 uso do sistema de expressdo e ancoragem de
EBY100/pYD1 para o desenvolvimento de uma vacina oral contra Helicobacter pylori.
Os camundongos que receberam administracao via oral produziram respostas IgG e
IgA (anticorpos necessarios para resposta imune eficaz) significativas e reduziram a
carga de bactéria no animal (Cen et al., 2020).

Outros estudos, como demonstrado na Tabela 3, exemplificam os avancos
acerca da utilizacdo da levedura S. cerevisiae como hospedeira para expressdo de
proteinas heterdlogas utilizando diferentes tipos de estratégias de expressdo na

producéo de vacinas.

Tabela 3 - Aplicacé@o do sistema de expresséo de proteinas recombinantes em S. cerevisiae para

producéo de vacinas

Doenca/Agente Antigeno/ Estratégia de Referéncia
causador imunégeno expressao
Papilomavirus HPV16 — Particula viral Pumpens et al.,

humano oncoproteina E7 2002
Papilomavirus HPV16 — Proteina purificada Park et al., 2008
humano proteina L1

Antigenos — Levedura King et al., 2014
Hepatite B HBV, superficie recombinante

(S) e Core. inteira

Proteina Levedura Haller et al., 2007
Hepatite C fusionada — NS3- recombinante

Core inteira
Virus da encefalite Proteina do Ancoragem de Upadhyaya e
japonesa envelope proteina (YSD) Manjunath, 2009
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Dominio 1l do Proteina purificada Nguyen et al.,,
Virus da Dengue envelope do 2013

virus

Envelope de Ancoragem de Wangetal., 2018a
HIV-1/AIDS HIV-1 (Env) - proteina (YSD)

glicoproteina
Falc2.3, pl95A, Proteina purificada Bathust et al.,,

P. falciparum/Malaria

SERAI, Pfs25 1993
T. grondii/ Proteina 16 — Ancoragem de Wangetal., 2018b
Toxoplasmose Micronema proteina (YSD)
ApxIA Levedura Shin et al., 2003
A. Pleuropeneum .
. recombinante
oniae/ T S
. inteira  (aplicacéo
Pleuropneumonia
oral)
Antigeno NY- Ancoragem de Mischoetal., 2011
~ancer de ESO-1 proteinas (YSD) —
Testiculo/Melanoma em fase clinica |
para vacina

Fonte: Kumar e Kumar, 2019

3.6 METODOS PARA A VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DA ANCORAGEM DE

PROTEINAS EM LEVEDURAS

Os ensaios para avaliacdo da ancoragem de proteinas podem ser qualitativos,
demonstrado a presenca ou auséncia da proteina ancorada e comprovando sua
funcionalidade, ou quantitativos, capazes de determinar a quantidade de proteina
ancorada por célula. Ambos os métodos sao importantes na investigacdo e analise da
ancoragem proteica. Abaixo estdo alguns métodos usados na verificacdo e
guantificacdo de proteinas ancoradas em levedura e suas principais aplicacbes mais

recentes.

3.6.1 Yeast-ELISA

Os ensaios de yeast-ELISA sdo baseados na técnica de ELISA (Enzyme-
Liked Immunosorbent Assay) ou ensaio de imunoabsor¢do enzimatica. A analise é
obtida medindo a atividade de um marcador (enzima peroxidase, por exemplo) que
estara conjugada ao anticorpo que se liga de forma especifica a proteina ou peptideo
a ser analisado. A atividade deste marcador enzimatico € detectada através da sintese
de um composto colorimétrico mensuravel a partir de um substrato especifico
(Darwich, 2006). Os métodos de imunoensaio tém sido bastante utilizados em muitas

areas importantes como: analises farmacéuticas, no diagnoéstico de doencas, na
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triagem de anticorpos e em estudos clinicos.

O yeast-ELISA, por sua vez, € uma adaptacao desta técnica, na qual a levedura
contendo as proteinas de interesse ancorada na superficie, sdo diretamente
adsorvidas em placas de polietileno de 96 po¢os ou em microtubos (eppendorf). Para
0s ensaios em placas de ELISA, a levedura recombinante contendo a proteina de
interesse ancorada na superficie, sdo incubadas nos poc¢os e, apos o bloqueio (adi¢do
de uma proteina neutra), sao inseridos os anticorpos para detec¢do de um marcador
conjugado a proteina, por exemplo uma tag 6xHis ou direcionado diretamente a
proteina de interesse. O procedimento de deteccdo pode ser realizado por dois
modos: direta, quando o anticorpo primario jA esta conjugado com a enzima
peroxidase ou indireta, quando o anticorpo primario se liga primeiramente e depois é
necessario a adicdo de um segundo anticorpo e este contera a enzima para detec¢cao
colorimétrica. Apdés as incubacdes dos anticorpos, o0 substrato colorimétrico é
adicionado e, apés a reacéo, a coloracao produzida pode ser mensurada através de

espectrofotometria (Figura 6).

Figura 6 - Etapas do ensaio de yeast-ELISA direto utilizando um anticorpo conjugado com a enzima
peroxidase. 1° etapa: adsor¢éo das células recombinantes; 2° etapa: bloqueio utilizando uma proteina
neutra — é colocado no pogo para se ligar nas regides que nao foram preenchidas pela levedura; 3°
etapa: incubacgéo do anticorpo conjugado com peroxidase; 4° etapa: deteccao: substrato cromégeno
TMB é adicionado para detec¢éo da atividade peroxidase.
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Fonte: Rocha (2021), com modificacdes.

O yeast-ELISA € um método desenvolvido para que a levedura ancorando a
proteina em sua superficie possa ser aplicada diretamente na deteccdo do anticorpo

ao invés da proteina soltvel, diminuindo o tempo e o custo na obtencao das proteinas,
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pois estas ja estdo disponiveis na superficie da levedura. Apesar de ser um método
de analise bastante promissor, pouco relatos na literatura ainda séo encontrados. No
entanto, nos trabalhos que utilizaram esta metodologia, foram observadas razdo de
até trés vezes no sinal detectado entre uma levedura recombinante, ancorando uma
proteina de interesse, e uma levedura selvagem (levedura ndo transformada, nao
contendo a proteina de interesse), demonstrando que este ensaio consegue mensurar
com precisao a presenca de proteinas recombinantes, e, portanto, pode ser utilizado
para fins de diagndstico e/ou triagem soroldgica (Ananphongmanee et al., 2015;

Karbanowicz et al., 2017).

3.6.2 Citometria de Fluxo e Microscopia de Fluorescéncia

Selecdo de células marcadas por fluorescéncia (FACS, Fluoresce-activated
cell sorting) em combinacdo com ancoragem de proteinas em superficie de leveduras
tornou-se uma das ferramentas mais utilizadas para uma série de métodos de analises
para verificacdo da ancoragem de proteinas recombinantes. Uma das principais
caracteristicas do uso da técnica de FACS esta na sensibilidade da técnica e na
possibilidade de quantificacdo de células marcadas através do uso de anticorpo
conjugado a um fluoréforo numa populacdo amostral (Weaver-Feldhaus et al., 2004).
Geralmente os dados apresentados em artigos que usam a técnica de citometria como
método para a verificacdo de ancoragem, mostram duas popula¢des distintas, sendo
uma a populacdo de células ndo marcadas, ndo contendo a proteina ancorada, e a
outra como células marcadas, indicando a correta ancoragem das proteina de
interesse.

Assim como o FACS, a microscopia de imunofluorescéncia também permite a
marcacao de proteinas especificas através de anticorpos conjugados a fluoréforos,
indicando a localizacdo exata da ancoragem da proteina de interesse, por exemplo,
se a proteina de fato esta na parede celular da levedura ou se existe algum problema
no transporte e ancoragem. Estudo recente visando otimizar ancoragem de proteinas
através de modificacdes genéticas de plasmideos, demonstrou que algumas proteinas
permaneciam no interior das células, ou seja, ndo conseguiam ser transportadas para
a parede celular da levedura, porém apdés a modificacbes genéticas, conseguiram
aumentar a eficiéncia de transporte destas proteinas para a parede celular (Zahradnik
et al., 2021) (Figura 7).
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Figura 7 - Imagens de microscopia de fluorescécia de S. cerevisiae demonstrando a localizacdo de
ancoragem da proteina marcada. (A) imagem mostrando que algumas proteinas ndo conseguem se
deslocar para a parede celular da levedura (seta mostrando). (B) Apés as modificacGes, € possivel
perceber que praticamente todas as proteinas estdo ancoradas na superficie celular.

A €) B d)

Fonte: Zahradnik et al, 2021
3.7SISTEMAS DE MODIFICA(;AO GENETICA EM S. cerevisiae

A producdo de proteinas recombinantes em S. cerevisiae pode ser feita
usando vetores plasmidiais ou por integracdo cromossOmica de cassete de
expressdo. Em relacdo ao uso de plasmideos epissomais, estes sao reconhecidos
como vetores auto-replicaveis e podem apresentar um alto nimero de cépias por
célula, e dependem de uma origem de replicacdo autbnoma oriunda de um vetor
nativo da levedura, 2 microns (2um) (Gelissen e Hollenberg, 1997). A necessidade do
uso de marcadores auxotréficos nas linhagens mais comumente utilizadas podem
conferir uma desvantagem de seu uso devido a instabilidade da permanéncia do
plasmideo ao longo das geracdes, bem como o uso em larga escala, pois requer
meios selecionaveis para evitar a perda plasmidial.

Em relacéo a estratégia de modificacdo genética por integracdo genémica de
cassetes de expressdo, esta deve conter: (i) extremidades contendo regides de
homologia com o genoma da levedura, a fim de permitir a inser¢cdo do cassete em
|6cus desejavel por recombinagéo homdéloga; (i) uma regido promotora; (iii) 0 gene de
interesse; (iv) um gene marcador permitindo a selecdo das células transformantes
(Fraczek et al., 2018). No entanto, ha limitagcdes associadas a propria montagem do(s)
cassete(s) de expressdo, a qual geralmente requer inuUmeras etapas de
digestaol/ligagéo, e pode ser inviabilizada por uma incompatibilidade entre as
sequéncias dos fragmentos e os sitios de clonagem disponiveis nos plasmideos. A

complexidade da montagem do cassete pode ainda aumentar se for necessario incluir
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pequenas sequéncias homologas flanqueando o gene marcador, a fim de permitir sua
posterior excisdo do genoma e sua reutilizacdo em uma nova transformacdo da
mesma linhagem, a exemplo do sistema Cre-LoxP (Carter e Delneri, 2010; Guldener
et al., 1996).

A grande maioria das ferramentas de biologia sintética de leveduras foram
desenvolvidas em S. cerevisiae devido ao seu genoma bem estabelecido, e facilidade
geral de uso (Wagner e Alper, 2016). A primeira modificagdo de DNA desenvolvida e
ainda a mais utilizada baseia-se no uso de enzimas de restricdo e DNA ligase, que
corresponde a técnica de clonagem convencional. Embora possa ser demorado e
tecnicamente desafiadora a depender do tamanho do fragmento de DNA a ser
clonado, é uma técnica ainda empregada em muitos laboratérios (Vieira Gomes,
2018).

Neste sentido, novas estratégias de engenharia genética tém sido propostas
para facilitar e acelerar a construcdo de linhagens geneticamente modificadas de S.
cerevisiae (Apel et al., 2017; Fraczek et al., 2018). Dentre estas, destacam-se
tecnologias de fusdo, como por exemplo a que se denomina USER-fusion e o sistema
CRISPR-Cas9.

e USER-fusion

Essa técnica simplifica grandemente as construcfes, pois permite realizar
numa unica etapa a fusdo de multiplos fragmentos de DNA gerados por PCR e sua
posterior ligagdo a um vetor de expressao sem a utilizacdo de enzimas de restricéo e
DNA ligases. Além de simplificar as montagens, a técnica amplia a aplicabilidade dos
sistemas de modificacdo genética, pois evita quaisquer limitacbes quanto a
disponibilidade de sitios de clonagem nos vetores e/ou eventuais incompatibilidades
entre os vetores e insertos. Apesar de publicada desde 2007, apenas nos ultimos anos
a estratégia USER-fusion conquistou seu espaco entre as ferramentas promissoras
para a engenharia genética. Uma grande vantagem € o baixo custo dos insumos de

biologia molecular necessarios para sua utilizagdo (Unger et al., 2010) (Figura 8).
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Figura 8 - Método de engenharia de DNA USER-Phusion. As moléculas de DNA alvo e o vetor de
clonagem sdo amplificados por PCR utilizando primers contendo um residuo de Uracila. Apds
tratamento com o reagente USER, cria-se uma lacuna de nucleotideo em cada extremidade,

resultando extremidades coesivas que permitem a montagem direta e direcional de moléculas de

DNA em um vetor linearizado.
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Fonte: New England Biolabs — disponivel em: https://international.neb.com/products/m0515-g5u-hot-
start-high-fidelity-dna-polymerase#Product%20Information.

e Integragao cromossomica por CRISPR-Cas9

O sistema de transformacéo EasyClone, desenvolvido por Jensen et al. (2014)
facilitou a construcdo de linhagens com mudltiplas modificacdes, ao permitir a
integracao génica em onze diferentes regides-alvo previamente validadas, distribuidas
por todo o genoma de S. cerevisiae. Sistemas como o recentemente desenvolvido por
Apel et al. (2017) acrescentaram outras vinte regides identificadas como seguras para
integracdo. O sistema EasyClone também utiliza a tecnologia USER-fusion para a
montagem dos cassetes, e recentemente foi disponibilizada uma nova versao,
denominada EasyClone-MarkerFree, que utiliza o sistema CRISPR-Cas9 para realizar
a insercdo dos cassetes de integragdo nas mesmas regides-alvo validadas
anteriormente, com a vantagem de dispensar a utilizagdo de genes marcadores
(Jessop-Fabre et al., 2016). Segundo os autores, 0 sistema permite a integracao de
até seis genes numa unica etapa, mediante a co-transformacéo das células com trés

cassetes de integracao distintos, cada um deles contendo dois genes associados a
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um promotor bidirecional (Figura 9).

Figura 9 - Método EasyClone-MarkerFree. Os genes e promotores (biobricks) sao gerados por
amplificacdo utilizando primers contendo residuo uracil. 1) Os Biobricks sdo utilizados para a
montagem dos vetores de integracdo via clonagem USER. (2) Os cassetes de integracdo séo obtidos
por digestdo enziméatica e utilizados para transformar células de S. cerevisiae que, expressando
Cas9, juntamente com o vetor de gRNA auxiliar, que causam quebras de fita dupla nos locais de
integracao designados (3). (4) As células de levedura séo selecionadas em placas contendo
geneticina (G418) e Sulfato de Estreptotricina (clonNAT). A integracéo correta é confirmada por PCR .

Os vetores gRNA e Cas9 podem ser eliminados por crescimento em meio néo seletivo
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Fonte: Jessop-Fabre et al., 2016

A utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 para modificacdo genbmica,
possibilitou: dele¢cdes de genes, substituicdes génicas, modificacdo de base Unica e
até construcdo ou modificagdo de vias metabdlicas em diferentes organismos
eucariotos (Mao et al., 2008; Hwang et al., 2013; Friedland et al., 2013; Gratz et al.,
2013; Cho et al., 2013; Komor et al., 2016). A utilizac&o desse sistema facilita e acelera
o tempo requerido para desenvolver linhagens modificadas de S. cerevisiae.

O advento de tais sistemas pode facilitar grandemente a utilizagcdo da
expressdo heterdloga em S. cerevisiae para aplicagbes mais complexas, que exijam
a construcdo de um grande numero de linhagens recombinantes (para o screening de
biomoléculas) ou que requeiram a co-expressao de varios genes heterdlogos numa
mesma celula recombinante (para a introducédo de uma nova via metabdlica, ou para

a apresentacao de varios epitopos na superficie celular).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra a construcao de linhagens recombinantes de
leveduras expressando proteinas virais utilizando o sistema de ancoragem a
superficie celular. Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados no formato de

dois artigos:

1) O primeiro manuscrito demonstra uma aplicacdo em diagndstico baseada
em ensaio de yeast-ELISA ancorando a superficie celular da levedura S.
cerevisiae o scaffold-epitopo Top7-2F5 utilizando o sistema EBY100/pYDL1.

2) O segundo manuscrito descreve, a partir de duas estratégias de expressao:
epissomal e integrativa, a ancoragem da oncoproteina E6 de HPV baseada
em ensaios de yeast-ELISA.

Além disso, os resultados deste trabalho constituem a reunido de um conjunto
de ferramentas para a construcao de linhagens recombinantes bem como de métodos
para a analise de expressédo e ancoragem de proteinas heterélogas em superficie
celular de S. cerevisiae, podendo ser aplicado a diversas finalidades, além das
exploradas no presente trabalho.
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4.1 ARTIGO 1-DETECCAO POR YEAST-ELISA DO SCAFFOLD-EPITOPO TOP7-
2F5 ANCORADO NA SUPERFICIE CELULAR DA LEVEDURA

Resumo

A ancoragem de antigenos a superficie celular de levedura tem sido crescentemente
utilizada para a deteccdo e selecdo de anticorpos e para o desenvolvimento de
estratégias vacinais. A utilizacdo da regido reconhecida por um anticorpo especifico
(epitopo) no desenvolvimento de imunorreagentes pode requerer o seu transplante
em uma proteina aceptora (scaffold) a fim de assegurar a estabilizacdo da sua
conformacao nativa para o reconhecimento pelo anticorpo especifico. Visando uma
aplicacdo em diagndstico baseada em ensaio de yeast-ELISA, o scaffold-epitopo
Top7-2F5 foi ancorado a superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
utilizando o sistema EBY100/pYD1. A ancoragem da proteina quimérica na parede
celular foi confirmada em microscopia de fluorescéncia utilizando anticorpo conjugado
com FITC e dirigido a tag 6xHis fusionada a regido C-terminal da proteina. O scaffold-
epitopo ancorado foi eficazmente reconhecido pelo anticorpo especifico anti-2F5 em
ensaio de yeast-ELISA. Entretanto, resultados de ELISA realizados com uma proteina
Top7-2F5 soluvel produzida em sistema procarioto apresentaram uma razéo
sinal/ruido mais favoravel, o que pode ser devido a falta de padronizacdo dos ensaios.
O sistema apresentado neste estudo € promissor para acelerar a avaliacdo in vivo de

antigenos do tipo scaffold-epitopo concebidos in silico.

1. Introducéo

O uso de antigenos para a deteccdo de anticorpos especificos é uma das
abordagens mais utilizadas no diagnéstico clinico. Para isso é necessario, em primeiro
lugar, identificar um epitopo que seja reconhecido eficazmente pelo anticorpo contido
no soro de um paciente e, entdo, estabelecer o uso desse epitopo como
imunorreagente para fins de diagnostico (Lei et al., 2020). No caso do virus da
imunodeficiéncia humana — HIV, foram identificados epitopos reconhecidos por
anticorpos capazes de neutralizar um grande numero de linhagens virais, 0s quais
além de servirem a estratégias vacinais, podem se mostrar Uteis para fins de
diagnéstico. Um desses epitopos € o 2F5, situado na regido proximal a membrana do
ectodominio da proteina gp41 do envelope do virus (Ofek et al., 2004), cuja sequéncia
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€ bastante conservada (Muster et al., 1993). O epitopo 2F5 esta situado numa regiéo
conformacionalmente flexivel da proteina gp4l e ja se demonstrou que a sua
utiizacdo em estratégias vacinais ou para fins de diagnostico € facilitada se a
sequéncia for transplantada em uma proteina aceptora (scaffold), a fim de assegurar
uma exposicado adequada do epitopo na sua conformacao nativa (Ofek et al., 2010).
Nessa direcdo, Vianna et al. (2013) projetaram computacionalmente uma proteina
quimérica contendo o epitopo 2F5 enxertado no scaffold Top7, a qual se mostrou
capaz de conferir ao epitopo maior estabilidade e reconhecimento especifico pelo
anticorpo monoclonal em ensaios de ELISA (Vianna et al., 2013; Coélho et al., 2019).

O diagnéstico preciso € crucial ndo apenas para oferecer um tratamento
adequado, mas também para permitir uma rapida resposta aos surtos com medidas
de contencédo da disseminacao viral. Atualmente, a metodologia considerada como
padrdo-ouro para a deteccdo de doencas virais € 0 ensaio de imunoabsorcao
enzimatica ou ELISA (Roberto e Yolken, 1980; Boonham et al., 2014), o qual requer
uma cuidadosa padronizacéo de todas as etapas, desde a expressao e purificacao do
antigeno até o estabelecimento da quantidade que deve ser adsorvida na placa. A
bactéria Escherichia coli é frequentemente utilizada para a expressao heteréloga de
antigenos virais em grandes quantidades (Wetzel et al., 2019; Marcekova et al., 2009;
Magalhdes et al., 2021; Quironga et al., 2019). Porém, a producdo de proteinas
funcionais nesse hospedeiro pode ser dificil ou inviavel, por necessitarem de
modificacdes pbds-traducionais nao realizadas pela bactéria, como, por exemplo, as N-
ou O-glicosilacfes envolvidas no reconhecimento de alguns anticorpos neutralizantes
anti-HIV (Mathew et al., 2018). Nesses casos, sistemas de expressdo utilizando
hospedeiros eucariotos podem se provar mais eficazes para a producdo de antigenos
virais (Ananphongmanee et al., 2015; Mata-Fink et al., 2013).

A levedura Saccharomyces cerevisiae emerge como um microrganismo
unicelular eucarioto capaz de produzir proteinas heterdlogas de forma eficaz e rapida
(Xie et al., 2018). Ela tem crescimento rapido, utiliza meios de cultivos baratos e é
geneticamente bem descrita (Parapouli et al., 2020). Outra vantagem desta levedura
€ a possibilidade de utilizar seus sistemas nativos de ancoragem de proteinas a
parede celular para a ancoragem de proteinas heterélogas (Boder e Wittrup, 1997).
Essa estratégia de ancoragem de proteinas recombinantes na superficie da levedura
€ conhecida como Yeast Surface Display (YSD) e tem sido amplamente utilizada,

incluindo aplicacées em biocatélise (Tang et al., 2018), producédo de vacinas (Lei et
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al., 2020; Shibasaki et al.,, 2016; Patterson et al., 2012; Cen et al.,, 2020) e
imunorreagentes (Mathew et al., 2018; Blarcom et al., 2018; Mata-Fink et al., 2013) ou
a obtencédo de bibliotecas de epitopos virais visando a triagem de anticorpos (Zhu et
al., 2019; Mathew et al., 2018). O sistema de expressao EBY100/pYD1, um dos mais
utilizados para a ancoragem de proteinas heterdlogas a parede celular da levedura, é
baseado na ancora nativa da proteina a-aglutinina, constituida por duas subunidades,
Agalp e Aga2p. Nesse sistema, a proteina heterologa € expressa em fusdo com a
regido C-terminal da subunidade Aga2p, a qual se liga por pontes dissulfeto a proteina
Agalp. Desse modo, a proteina de interesse resulta ancorada externamente a parede
celular da levedura (Boder e Wittrup, 1997).

Neste trabalho, utilizamos o sistema EBY100/pYD1 para ancorar a proteina
quimérica Top7-2F5 na superficie celular de levedura a fim de avaliar sua
funcionalidade em ensaio ELISA utilizando um anticorpo monoclonal anti-2Fb5.

2. Materiais e métodos

2.1 Linhagens, plasmideo e meios de cultura

A linhagem DH5a de Escherichia coli foi usada como hospedeira para
amplificacdo in vivo dos plasmideos recombinantes em meio LB acrescido de 100
pMg/ml de ampicilina. Para expressdo e ancoragem das proteinas heterélogas em
levedura, foi utilizada a linhagem EBY100 (MATa ura3-52 trp1 leu2A1 his3A200
pep4:HIS3 prb1A1.3R can1 GAL) de Saccharomyces cerevisiae, obtida junto a
American Type Culture Collection (ATCC® MYA-4941™), As células de EBY100 foram
mantidas em meio YPD contendo 2% de &gar, quando necesséario. A linhagem
EBY100 juntamente com o vetor pYD1l compdem o sistema de expressdo e
ancoragem EBY100/pYD1 (Boder e Wintrup, 1997). No vetor pYD1, a expressao da
proteina heterdloga fusionada a Aga2p esta sob controle do promotor GAL1 indutivel
por galactose, sendo mantido na linhagem hospedeira EBY100 por supressao da
auxotrofia para o triptofano. Os transformantes de EBY100 foram selecionados em
placas com meio seletivo YNB w/o AA (Sigma-Y0626) suplementado com 60 ug/ml de
leucina.

2.2 Construcao dos vetores e linhagens recombinantes

A sequéncia codificante para a proteina quimérica Top7-2F5 foi otimizada
para expressao em levedura e sintetizada por um fornecedor comercial (GeneScript).

No gene sintético, a sequéncia Top7-2F5 esta ladeada por sitios de restricdo Nhel e
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Xhol os quais foram utilizados para sua clonagem no vetor pYD1, originando o vetor
recombinante pYD1/Top7-2F5. A correta construcao do vetor foi confirmada por PCR
de colbnia, utilizando os primers de verificacdo descritos no manual do sistema
EBY100/pYD1 (Invitrogen, 2002), e também por sequenciamento de DNA. A linhagem
EBY100 foi transformada com o vetor pYD1/Top7-2F5 pelo método de acetato de litio
(Gietz e Woods, 2002).

2.3 Inducao da expressado e ancoragem das proteinas heter6logas

Para a expressao e ancoragem da proteina, a linhagem recombinante e a
linhagem hospedeira utilizada como controle negativo (EBY100) foram cultivadas em
meio indutor contendo galactose. Para obter a biomassa utilizada no ensaio de
inducgdo, algumas colonias foram inicialmente crescidas em 10 ml de meio seletivo
contendo glicose por 16 h, a 30°C. Em seguida, as células foram utilizadas para
inocular 50 ml do mesmo meio contendo glicose de modo a se ter uma DO inicial de
0,3 e incubadas até atingir DO entre 3 a 5. Para a inducdo, as células foram
centrifugadas a 3000 rpm em tubos de 15 ml, lavadas com solucdo NaCl 0,9%,
ressuspendidas em 100 ml de meio seletivo contendo 2% de galactose e incubadas a
20°C por 40 h. Apés a inducao, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em
tamp&o PBS de modo a se obter uma concentracdo de 10° células/ml. As suspensodes
assim obtidas foram utilizadas para os imunoensaios descritos a seguir. Nesses
experimentos, células da linhagem hospedeira EBY100 foram utilizadas como controle

negativo de expressao e ancoragem de proteinas.

2.4 Ensaios de yeast-ELISA

- Ensaio para confirmar a ancoragem da proteina

Para a confirmacéo da expressédo e ancoragem da proteina de interesse na
superficie celular, foram realizados ensaios de yeast-ELISA utilizando um anticorpo
anti-His dirigido a regido C-terminal da proteina (anti-His mouse HRP conjugate
200301382, Rockland USA). O ensaio foi realizado segundo Karbanowicz et al.
(2017). Para a adsorc¢éo, 100 pl de uma suspenséo contendo 108 células em tampéo
PBS (Ananphongmanee et al., 2015; Nakamura et al., 2001) foram incubados em
placas de poliestireno de 96 pocos (Corning-3690), overnight a 20°C numa rotacéo de

160 rpm. Os pogos contendo as células adsorvidas foram lavados com 100 pl de
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tampéo PBS contendo 0,05% de Tween 20 (ThermoFisher, cat: 003005) (PBS-T) por
trés vezes. Para o bloqueio, os pocos foram preenchidos com 100 uyl de PBS-T
contendo 5% de BSA (albumina sérica bovina) e, apds incubacédo por duas horas a
temperatura ambiente, os poc¢os foram novamente lavados com PBS-T trés vezes. Os
pocos contendo as células foram incubados com 50 yL de uma diluicdo 1:1000 do
anticorpo anti-His camundongo conjugado com peroxidase por uma hora e a seguir
lavados trés vezes com PBS-T. Para a detec¢ao, 50 pL do substrato TMB (KPL-Sure
Blue Reserve™, Sigma-Aldrich, T0440, USA) foram adicionados aos pocos e a placa
foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos, quando a reacéo foi interrompida
por adicdo de HCI 1 M. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Bio-Rad xMark,
Hercules, California, USA) em 450 nm. Para o controle positivo da detec¢ao, foram
utilizados pocgos previamente incubados com 100 L de uma solucao da proteina Top7
purificada, numa concentracéo de 0,02 ng/pl. Essa proteina contém a marca 6xHis em

sua porcao N-terminal (Viana et al., 2013). Os ensaios foram realizados em triplicata.

- Ensaio para confirmar a funcionalidade da proteina

Para confirmacdo da funcionalidade da proteina ancorada na superficie
celular, foi realizado o ensaio de yeast-ELISA utilizando o anticorpo monoclonal anti-
2F5 (NIH AIDS Research and reference reagent program, ARP-1475). O ensaio até a
etapa de bloqueio segue conforme descrito anteriormente. Os pog¢os contendo as
células foram incubados por duas horas a temperatura ambiente com 50 pl de uma
diluicdo 1:3000 do anticorpo anti-2F5. Apdés lavagem com PBS-T, foi adicionado aos
pocos 50 ul de uma diluicdo 1:35.000 do anticorpo anti-lIgG humano conjugado com
peroxidase (Jackson Immune Reseach, cat: 109-036-003, USA) e incubados por uma
hora a temperatura ambiente. Para deteccdo e leitura segue como descrito
anteriormente. A proteina Top7-2F5 expressa em bactéria e purificada conforme

descrito em Viana et al. (2013), foi utilizada como controle positivo do ensaio.
2.5 Andlise dos dados
A analise estatistica dos resultados de yeast-ELISA foi realizada no programa

GranPad Prim 8.0.1 utilizando o teste t para definir a diferenca significativa entre as

linhagens testes e controles.
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2.6 Microscopia de fluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados como descrito no manual
do vetor pYD1 (Invitrogen, 2002). Resumidamente, 250 pl de célula numa
concentracdo de 2 x 107 células/ml expressando as proteinas heterélogas foram
incubados com 1 mg/ml de BSA e com 1 ug de monoclonal anti-poliHistidina de
camundongo (anti-His) (Sigma-Aldrich®, cat: H1029) diluido em PBS por uma hora no
gelo. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas
no mesmo volume em PBS contendo 1 mg/ml de BSA e o segundo anticorpo anti-
mouse IgG conjugado com FITC (Invitrogen, cat: 31569) numa diluicdo de 1:500 e
incubadas por uma hora, no gelo e no escuro. ApGés esta incubacdo, as células foram
novamente lavadas com PBS por trés vezes e ressuspendidas em 40 ul de PBS. Um
volume de 5 a 10 pl foi colocado nas Iaminas e deixadas secar ao ar. As laminas foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Leica DMLB, DMi8, Wetzlar,

Germany).

3. Resultados e discussao

3.1 Construcao das linhagens recombinantes de S. cerevisiae

Estratégias vacinais baseadas na exposi¢do do epitopo 2F5 com frequéncia
nao conseguiram obter imunidade protetora a longo prazo (Bomsel et al., 2011;
Serrano et al., 2014; Safrit et al., 2016), refletindo a dificuldade de mimetizar a
estrutura nativa do epitopo. Entretanto, Viana et al. (2013) selecionaram
computacionalmente um antigeno scaffold-epitopo (Top7-2F5) capaz de estabilizar o
epitopo na sua estrutura nativa, favorecendo a adequada exposicdo. Produzida na
forma soltuvel em E. coli, a proteina quimérica Top7-2F5 demonstrou ser reconhecida
especificamente pelo anticorpo monoclonal anti-2F5 em ensaios de ELISA.

No presente trabalho, foi avaliada a funcionalidade da proteina Top7-2F5
quando ancorada a superficie celular de S. cerevisiae, com utilizacdo do sistema
EBY100/pYD1 (Boder e Wittrup, 1997). A linhagem EBY100 transformada com o
plasmideo pYD1/Top7-2F5 (EBY100:Top7_2F5), quando induzida por galactose,
expressa 0 cassete AGA2-(G4S)s-Top7_2F5-6xHis e, desta forma, a proteina de

interesse resulta fusionada a regido C-terminal da ancora Aga2, seguida da tag de
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histidina (6xHis) para a deteccédo da ancoragem (Figura 1).

Figura 1 - Esquema geral da montagem e verificacdo da linhagem recombinante EBY100:Top7_2F5.
A) representacao esquematica da montagem da regido codificante do plasmideo recombinante pYD1
e B) ancoragem da proteina apés expressao do promotor GAL1.
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Fonte: A autora (2022)

3.2 Avaliacdo da ancoragem das proteinas recombinantes

Para avaliar a expressao e ancoragem da proteina Top7-2F5 a superficie da
levedura, células de EBY100:Top7_2F5 foram submetidas a indugdo em meio com
galactose, com duracdes compreendidas entre 16 e 40 horas, e em seguida utilizadas
em ensaio de yeast-ELISA, com um anticorpo dirigido a tag 6xHis. A partir de 20h ja
€ possivel detectar a tag 6xHis das proteinas ancoradas, sendo o tempo de 40h aquele
em que se observa uma maior deteccéo (Figura 2). Nenhuma deteccao € observada
guando se utilizam células da linhagem hospedeira EBY100 no ensaio, o que mostra
que ndo ha ligagéo inespecifica do anticorpo anti-His & superficie da levedura. Para
outras proteinas recombinantes expressas com o sistema EBY100/pYD1 também se
observou producéo crescente ao longo de 48 horas de indugdo em meio contendo
galactose (Mathew et al., 2018; Andreu e Olmo, 2013; Dong et al., 2020; Patterson et
al., 2012).
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Figura 2 - Yeast-ELISA realizado a partir de diferentes periodos de inducao, utilizando o anticorpo
anti-His conjugado com peroxidase para deteccao da tag 6XHis fusionada a proteina Top7-2F5
ancorada na levedura EBY100.
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Fonte: A autora (2022)

A ancoragem da proteina recombinante Top7-2F5 a parede celular da
levedura foi também avaliada em microscopia de fluorescéncia. Células de EBY100 e
EBY100:Top7_2F5 foram induzidas por 40 horas e a seguir marcadas com um
anticorpo anti-His conjugado com o fluoréforo FITC. A ligacdo do anticorpo a tag 6xHis
da proteina recombinante foi visualizada nas células de EBY100:Top7_2F5, mas ndo
nas células da linhagem hospedeira EBY100, confirmando a correta ancoragem das
proteinas recombinantes a parede celular (Figura 3). A visualizagdo do antigeno
scaffold-epitopo Top7-2F5 demonstrada nesse ensaio é comparavel a conseguida na
ancoragem de outros antigenos virais na superficie de S. cerevisiae (Mojica, 2015; Lei
et al., 2020; Patterson et al., 2012; Lei et al., 2016).
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Figura 3 - Microscopia de fluorescéncia da linhagem recombinante EBY100:Top7_2Fb5 utilizando o
anticorpo primario anti-His (1:250) e anticorpo secundario conjugado com FITC anti-lgG-camundongo
(1:500). A linhagem EBY100 foi utilizada como controle de ligacéo inespecifica. DAPI — corante para

localizacéo do nucleo; FITC — fluorocromo de detecgao conjugado ao anticorpo secundario.
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Fonte: A autora (2022)

Apos confirmacao do tempo de inducdo que passou a ser de 40 horas, as
células de EBY100 e EBY100:Top7_2F5 foram testadas em yeast-ELISA, utilizando o
anticorpo anti-His conjugado com peroxidase. E possivel visualizar a deteccdo da
proteina quimérica, com uma razao de 2,6 entre os sinais medidos com as células
contendo o antigeno Top7-2F5 ancorado e as células hospedeiras EBY100 (Figura 4).
A partir deste ensaio foi possivel utilizar as mesmas células para obter os resultados
da funcionalidade da proteina ancorada, visto que o scaffold-epitopo foi indentificado
a partir da tag 6XHis no qual esta fusionada a proteina quimeérica.
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Figura 4 - Yeast-ELISA com a linhagem recombinante EBY100:Top7_2F5 (coluna laranja). Ensaio
realizado com o anticorpo anti-His (1:1000) conjugado com peroxidase. EBY100 (coluna cinza) foi
utilizada como controle de ligagao inespecifica e a proteina solGvel Top7 (coluna amarela) como
controle do ensaio de ELISA. ***pValue <0,0001.
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Fonte: A autora (2022)

3.2 Avaliacdo da funcionalidade do scaffold-epitopo Top7-2F5 ancorado

Viana et al. (2013) mostraram que o scaffold-epitopo Top7-2F5 produzido em

forma soltvel em sistema de expressao procarioto € eficazmente reconhecido por um
anticorpo especifico em ELISA, sugerindo que o transplante de 2F5 na proteina
scaffold Top7 estabiliza o epitopo na sua estrutura nativa. A fim de confirmar que o
scaffold-epitopo ancorado na superficie da levedura estd adequadamente exposto
para o reconhecimento pelo anticorpo especifico, um ensaio de yeast-ELISA indireto
foi realizado com células de EBY100:Top7_2F5 utilizando um monoclonal anti-2F5
como anticorpo primario (Figura 5). Células de EBY100 foram utilizadas como controle
negativo e a proteina Top7-2F5 expressa em E. coli como controle positivo do ensaio.
Houve diferenca significativa entre as reatividades observadas com as células

de levedura contendo o antigeno Top7-2F5 ancorado e as células de EBY100

(p<0,05), embora a razdo de 1,6 observada entre os respectivos sinais de absorbancia
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seja relativamente pequena. Apesar de utilizar as mesmas células do ensaio anterior
em yeast-ELISA dirigido a tag 6xHis, uma deteccdo mais nitida da proteina quimérica
foi observada, com uma razéo de 2,6 entre os sinais medidos com as células contendo
0 antigeno Top7-2F5 ancorado e as células hospedeiras EBY100 (Figura 4). O
resultado sugere que € preciso ser realizado uma padronizacao adicional para diminuir
o sinal/ruido na linhagem hospedeira EBY100 e, consequentemente, aumentando a
sensibilidade do anticorpo especifico anti-2F5 a proteina quimérica ancorada na
levedura. Alguns fatores podem ser importantes para a padronizagdo como por
exemplo:

- aumentar ou diminuir a concentracado do anticorpo primario (anti-2F5);

- aumentar ou diminuir a concentragdo do anticorpo secundério (ani-lgG humano);

- aumentar ou diminuir a quantidade de levedura por pogo.

Figura 5 - Yeast-ELISA com anticorpo especifico anti-2F5 para demonstrar a funcionalidade da
proteina Top7-2F5. A linhagem recombinante EBY100:Top7_2F5 (coluna laranja) foi incubada em
placa de ELISA juntamente com o controle de ligagao inespecifica EBY100 (coluna cinza). A proteina
soluvel Top7-2F5 com 32pMol, foi utilizada como controle de ensaio (coluna amarela). As células e
proteina foram incubadas primeiramente com o anticorpo anti-2F5 (1:3000) e depois com o anticorpo
secundério anti-lgG-humano conjugado com peroxdase (1:35000). **pValue <0,0023.
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Outro fator a ser considerado é no estabelecimento da quantificacdo de
proteinas ancorada na superficie celular da levedura, pois, desta maneira, é possivel
controlar a concentracdo de exposicao de proteina a cada experimento de yeast-
ELISA e, portanto, uniformizar os proximos ensaios.

Até onde sabemos, este é o primeiro relato em que foram demonstradas a
ancoragem e a reatividade de um antigeno do tipo scaffold-epitopo na superficie
celular da levedura, utilizando como scaffold uma proteina ndo-natural. Embora ainda
deva ser objeto de aprimoramentos para aumentar a razao sinal/ruido, o sistema
apresentado nesse estudo podera acelerar a avaliacdo in vivo de antigenos do tipo

scaffold-epitopo concebidos in silico.
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4.2 ARTIGO 2 - DETECCAO DA ANCORAGEM DA ONCORPROTEINA E6 DE
HPV-16 POR YEAST-ELISA ATRAVES DE EXPRESSAO MONOCOPIA E
MULTICOPIA

Resumo

Genes heter6logos sédo expressos e ancorados na superficie celular de
Saccharomyces cerevisiae através da transformacédo de plasmideos que podem
permanecer no organismo hospedeiro seja por plasmideos epissomais (resultando em
expressdo multicopia) ou por integracdo ao genoma da levedura, resultando na
expressdo de uma unica copia do gene recombinante. No entanto, nem sempre o nivel
de expressdo a partir de integracdo gendmica € suficiente para promover uma
resposta a sistemas de deteccdo imunoldgica, como no caso do yeast-ELISA. A
quantidade de proteinas, neste caso, € um fator importante para a verificacdo de
proteinas heterdlogas que estejam ancoradas na superficie celular da levedura. Por
esta razdo, optamos por escolher as duas formas de expressdo e ancoragem da
proteina E6 do Papilomavirus Humano (HPV-16), e definir a melhor estratégia para o
uso da linhagem em estudos futuros, como, por exemplo, aplicagdo em vacinas
profilaticas contra o HPV. Para isto, usamos o sistema EBY100/pYD1 que utiliza a
ancora a-aglutina (Agalp e Aga2p) para promover a ancoragem de proteinas na
superficie celular de S. cerevisiae. As linhagens construidas foram utilizadas para
comparar as duas metodologias de modificacdo génica por meio da ligacdo do
anticorpo direcionado a tag de Histidina. Os resultados obtidos demonstraram que
através da clonagem epissomal houve uma maior expressdo da proteina e,

conseguentemente, maior deteccdo através da técnica de imunoensaio yeast-ELISA.

Introducao

A ancoragem na superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae é
uma plataforma usada para expressao de proteinas recombinantes e vem sendo
frequentemente utilizada para diversas finalidades como: producéo de bioetanol (Tang
et al., 2018), triagem sorologica (Mathew et al., 2018; Mata-Fink et al., 2013; Kajiwara
et al., 2020) e no desenvolvimento de vacinas orais (Patterson et al., 2015; Cen et al.,
2020).0 sucesso do sistema de ancoragem depende de varios fatores, um deles é a

escolha do sistema de expressédo, que pode ser de forma epissomal ou integrativa,
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devendo permitir a conformacéo correta da proteina com reprodutibilidade (Routledge
et al., 2016; Piraine et al., 2021). Normalmente os vetores plasmidiais sdo a primeira
opcédo, porém a escolha de uma construcdo integrativa é promissora para tornar a
expressao mais estavel (Piraine et al., 2021). Os plasmideos epissomais, por exemplo,
possuem replicacdo autbnoma e por isso fornece um nimero maior de copia do gene
heter6logo, por outro lado, quando os cassetes de integracdo sdo usados,
normalmente apenas uma Uunica cépia do gene é integrada de forma estavel no
genoma (Teymennet-Tamirez et al., 2022; Liu et al., 2012).

Algumas proteinas virais como o da hepatite B (Schreuder et al.,1996) e o virus
da diarréia epidémica suina (Park et al., 2007), foram expressos com sucesso ha
superficie celular da levedura para o desenvolvimento de vacinas orais. Porém, outras
proteinas virais importantes, como o papilomavirus humano (HPV), até onde
sabemos, ndo possui estudos acerca da ancoragem das proteinas responsaveis pela
infeccéo viral, a exemplo da oncoproteina E6. Esta proteina é composta por 150-160
aminoécidos codificando uma proteina de 18,27 kDa (Zanier et al., 2012). Junto com
E7, desempenha o papel central na conducdo das células para a oncogénese,
induzindo todas as caracteristicas de uma célula cancerosa (Pal e Kundu, 2020). Por
isso representa um alvo eficaz para vacinas terapéuticas, pois pode garantir a
eliminacdo das células cancerigenas do colo do utero. Portanto, compreender
primeiramente como esta proteina é expressa e ancorada na superficie celular da
levedura € promissor para estudos futuros no desenvolvimento de uma vacina
terapéutica.

Para isto, utilizamos o sistema de ancoragem EBY100/pYD1 (Boder e Wittrup,
1997) que se baseia no uso da ancora nativa a-aglutinina, onde o gene heterélogo é
fusionado a ancora Agazp, esta por sua vez se liga por ponte dissulfeto a proteina
Agalp que esta na superficie celular da levedura. Este sistema utiliza o plasmideo
pYD1 (Invitrogen, 2012) como vetor epissomal para expressao, mas para a obtencao
dos cassetes de integracdo e construcdo das linhagens integrativas, utilizamos o
sistema EasyClone-MarkerFree, baseado em CRISPR-Cas9 (Miranda et al., 2020).
Sendo assim, este trabalho demonstra a avaliagdo comparativa entre duas linhagens
capazes de ancorar o oncogene E6 de HPV-16, usando a ferramenta yeast-ELISA
para a verificagcdo da ancoragem, cujas linhagens foram construidas utilizando vetor

epissomal ou integracdo cromossémica.
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Materiais e métodos

2.1Linhagens, plasmideos e meios de cultura

A linhagem DH5a de Escherichia coli foi usada como hospedeira para
amplificacdo in vivo dos plasmideos recombinantes em meio LB acrescido de 100
Mg/ml de ampicilina. Para expressdo e ancoragem das proteinas heterélogas em
levedura, foi utilizada a linhagem EBY100 (MATa ura3-52 trp1 leu2A1 his3A200
pep4:HIS3 prb1A1.3R can1 GAL) de Saccharomyces cerevisiae, obtida junto a
American Type Culture Collection (ATCC® MYA-4941™), As células de EBY100 foram
mantidas em meio YPD contendo 2% de &gar, quando necessario. A linhagem
EBY100 juntamente com o vetor pYD1l compdem o sistema de expressdo e
ancoragem EBY100/pYD1 (Boder e Wintrup, 1997). No vetor pYD1, a expresséo da
proteina heterdloga fusionada a Aga2p esta sob controle do promotor GAL1 indutivel
por galactose, sendo mantido na linhagem hospedeira EBY100 por supressdo da
auxotrofia para o triptofano. Os transformantes de EBY100 foram selecionados em
placas com meio seletivo YNB w/o AA (Sigma-Y0626) suplementado com 60 pug/ml de
leucina. Para a selecdo dos transformantes contendo os vetores pCfB3048 (para
expressdo do RNA-guia) e pCfB2312 (para expressdo da endonuclease Cas9), foi
utilizado o meio de cultura YPD suplementado com 100 mg/L de nourseotricina
(ClonNAT) e 200 mg/L de geneticina (KanMX).

2.2 Construcao dos vetores recombinantes

- Vetor pYD1-E6

Para obtencéo do vetor epissomal o gene E6-HPV-16 foi amplificado do vetor
pPAE cedido pelo professor Antdnio Carlos de Freitas (UFPE/Recife-PE) contendo o
genoma completo de HPV-16. Os sitios de restricdo Nhel e Xhol contidos nos primers
de amplificacdo E6_F e E6_R (Tabela 1) foram utilizados para a clonagem no vetor
pYD1 (Figura 1).

- Vetor pCFB3039
Para a construcdo do vetor integrativo, o cassete de expressao (biobrick) foi
amplificado a partir do vetor pYD1-E6 utilizando a polimerase U tolerante (Thermo

Scientific) com primers contendo uracila na regido 5' (Tabela 1), necesséaria a



53

clonagem por fusdo USER. As reacfes de PCR foram tratadas com Dpnl por 2h a
37°C, seguido por inativacdo a 80°C por 20 minutos. Para a construcdo do vetor
pCfB3039-PGAL-E6-HPV16, foram utilizados, numa propor¢ao de 3:1, 30ng do vetor
pCfB3039 componente do kit comercial EasyClone-MarkerFree (Miranda et al., 2020)
e 10 ng do inserto PGAL-E6_HPV16, e incubados em presenca do reagente USER
(New England Biolab). Apés incubacéo, a reacéo foi utilizada para transformar células
de bactéria quimiocompetentes DH5a. O vetor resultante pCfB3039-PGAL-E6-HPV16
foi linearizado com a enzima Notl e, junto com o RNA-guia correspondente, foi
utilizado para transformar linhagem EBY100-Cas9 de S. cerevisiae, a qual expressa

a endonuclease Cas9 (Figura 1).

Tabela 1 - Lista de primers utilizados para a montagem e verificagdo dos vetores recombinantes
epissomais e integrativos

Primer Sequéncia* TA** Uso

E6_F! GGTACCAGCTAGCG
TTTTAGCAGCAGAAA
TGCACCAAAAGAGAA
CTGCAAT

E6_R? TCTAGACTCGAGTCA
ATGATGATGATGATG
ATGGGATCCGAATTC
CAGCTGGGTTTCTCT
ACGTG

pYD1l F? AGTAACGTTTGTCAG | 55°C Verificacdo de
TAATTGC clonagem nos vetores
pYD1 R? TCGATTTTGTTACAT epissomais
CTACAC

60°C Amplificacdo do gene
E6

EC_F! ATCGCGTGCAUTCAT
CCGCTCTAACCGAAA
AGG

S Amplificacao dos
EC_R! ATCGCACGCAUTCCG vetores EasyClone
TTGGTAGATACGTTGT

TGAC
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AGVR1 pYD1! |ATGCGTGCGAUACGG

ATTAGAAGCCGCCGA Amplificacdo da
GC EoC sequéncia
AGVR2 pYD1! | ATGCACGCGAUCACT pGAL1 _AGA2_E6_6xH
TTGTTATCAGATCA .
SG G CAGATCAG is de pYD1/E6
ADH1 test fw! | GAAATTCGCTTATTTA L
GAAGTGTC Verificagédo da
55°C clonagem no vetor
CYC1_test_rvt CTCCTTCCTTTTCGGT
TAGAG EasyClone
22213 GTTGACACTTCTAAAT
AAGCGAATTTC Amplificacdo do lécus 2
50°C da regido UP do
893'X”-2-UP3 CGAAGAAGGCCTGCA cromossomo Xll
ATTC
22203 CCTGCAGGACTAGTG L ]
CTGAG Amplificacdo do locus 2
50°C | DOWN do cromossomo
894-XII-2- GGCCCTGATAAGGTT
Xl
DOWN? GTTG

*As sequéncias sublinhadas representam as caudas dos primers contendo uracila.
*Temperatura de anelamento utilizada nas rea¢cfes de PCR
IPrimers construidos a partir da sequéncia do gene E6

2Primers descritos pelo manual pYD1 (Invitrogen, 2012)

3Primers descritos por Jessop-Fabre et al., 2016

2.3 Construgao das linhagens recombinantes de S. cerevisiae

- Linhagem recombinante com vetor epissomal

A linhagem EBY 100 foi transformada com o vetor epissomal pYD1-E6 segundo
0 método de acetato de litio de acordo com Gietz e Woods (2002) resultando, na
linhagem EBY100:E6.

- Linhagem recombinante por integracdo cromossémica
Apos linearizagdo pela enzima Notl, o cassete obtido foi utilizado para
transformar a levedura EBY100 contendo o vetor pCFB2312 que expressa a

endonucluase Cas9, anteriormente obtidas por transformagéo por eletroporacao
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(Benatuil et al., 2010) (Figura 1). Células de EBY100_pCAS9 foram transformadas
com 100 ou 500 ng do cassete de integracao linear e 500ng do vetor pCFV3048 para
expressao do respectivo RNA-guia dirigido ao I6cus 2 de integracdo do cromossomo
XIl, resultando na linhagem EBY100:E6-i. As colonias transformantes foram
confirmadas através de PCR de colbnia utilizando primers desenhados para ladear a

regiao de integracao, descrito por Jessop-Fabre et al., 2016 (Figura 2).

Figura 1 - Desenho esquematico comparativo entre a construcao de linhagens epissomal e
integrativa. A) Ap6s clonagem do gene E6 de HPV no plasmideo pYD1, resultando no vetor pYD1/E6,
a levedura EBY100 é transformada, gerando enté@o a linhagem EBY100:E6. (B) Para obter o cassete

integrativo, foi realizada a PCR da porcdo pGAL1-AGA2-E6-6xHis, a partir do vetor pYD1/E6 (1), e
também do vetor pCFB3039, com primers para fusdo USER (2). Estes fragmentos séo clonados por
fusdo-USER e em seguida é utilizado a enzima Notl para obter o cassete de integracao linear. O
cassete entdo é utilizado para transformar a levedura EBY100, gerando a linhagem recombinante
EBY100:E6-i.

A) Construcao da linhagem epissomal | B) Construcao da linhagem integrativa
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Fonte: A autora (2022)

2.41Inducéo e expressdo das proteinas heterélogas

Para a expressao e ancoragem das proteinas, as linhagens recombinantes e a
linhagem hospedeira utilizada como controle negativo (EBY100) foram cultivadas em
meio indutor contendo galactose. Para obter a biomassa utilizada no ensaio de

inducgdo, algumas colonias foram inicialmente crescidas em 10 ml de meio seletivo
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contendo glicose por 16 h, a 30°C. Em seguida, as células foram utilizadas para
inocular 50 ml do mesmo meio contendo glicose de modo a se ter uma DO inicial de
0,3 e incubadas até atingir DO entre 3 a 5. Para a indugdo, as células foram
centrifugadas a 3000 rpm em tubos de 15 ml, lavadas com solugdo NaCl 0,9%,
ressuspendidas em 100 ml de meio seletivo contendo 2% de galactose e incubadas a
20°C por 40 h. Apés a inducao, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em
tamp&o PBS de modo a se obter uma concentracdo de 10° células/ml. As suspensoées
assim obtidas foram utilizadas para os imunoensaios descritos a seguir. Nesses
experimentos, células da linhagem hospedeira EBY100 foram utilizadas como controle
negativo de expressdo e ancoragem de proteinas.
Figura 2 - Esquema de verificac@o da integra¢éo cromossémica. Linhagem S. cerevisiae EBY100
contendo o cassete de integracdo com o gene E6 no I6cus 2 do cromossomo XII. A verificagcao

correta é alcancada pela amplificagdo das regides UP e DOWN que ladeiam o cassete de integracao

utilizando primers que anelam anterior ao lécus (2220 ou 2221) combinados com primers especificos
para o vetor EasyClone (893-894 para pCfB3039).

Lécus 2

2
]

| 2200

Fonte: Rocha, 2019, baseada em Mikkelsen et al., 2012.
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2.5 Ensaio yeast-ELISA

Para a confirmacao da expressdo e ancoragem da proteina de interesse na
superficie celular, foram realizados ensaios de yeast-ELISA utilizando um anticorpo
anti-His dirigido a regido C-terminal da proteina (anti-His mouse HRP conjugate
200301382, Rockland USA). O ensaio foi realizado segundo Karbanowicz et al.
(2017). Para a adsorcdo, 100 pl de uma suspensdo contendo 108 células
(Ananphongmanee et al., 2015; Nakamura et al., 2001) foram incubados em placas
de poliestireno de 96 pocos (Corning-3690), overnight a 20°C numa rotacéo de 160
rom. Os pogos contendo as células adsorvidas foram lavados com 100 ul de tampao
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (ThermoFisher, cat: 003005) (PBS-T) por trés
vezes. Para o bloqueio, os pocgos foram preenchidos com 100 pl de PBS-T contendo
5% de BSA (albumina sérica bovina) e, apdos incubacéo por duas horas a temperatura
ambiente, os pocos foram novamente lavados com PBS-T trés vezes. Os pogos
contendo as células foram incubados com 50 uL de uma diluigdo 1:1000 do anticorpo
anti-His camundongo conjugado com peroxidase por uma hora e a seguir lavados trés
vezes com PBS-T. Para a detecgdo, 50 pL do substrato TMB (KPL-Sure Blue
Reserve™, Sigma-Aldrich, T0440, USA) foram adicionados aos pocos e a placa foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos, quando a reacédo foi interrompida
por adicdo de HCI 1 M. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Bio-Rad xMark,
Hercules, California, USA) em 450 nm.

2.6 Analise dos dados

A analise estatistica dos resultados de yeast-ELISA foi realizada no programa
GranPad Prim 8.0.1 utilizando o teste t para definir a diferenca significativa entre as

linhagens testes e controles.

3. Resultados e discussao

3.1 Construcao das linhagens recombinantes
Para avaliar a expressao e ancoragem da proteina E6 de HPV-16 a partir de
estratégias de modificacdo genética epissomal e integrativa, as linhagens EBY100:E6

(epissomal) e EBY100:E6-i (integrativa) foram construidas com a utilizagdo do sistema
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EBY100/pYD1 (Boder e Wittrup, 1997), as linhagens e construcdes estéo listadas na
Tabela 2. A linhagem EBY100 transformada com o plasmideo pYD1:AGA2-E6
(EBY100:E6), quando induzida por galactose, expressa o cassete AGA2-(G4S)s-E6-
6xHis e, desta forma, a proteina de interesse resulta fusionada a regido C-terminal da
ancora Agaz2, seguida da tag de histidina (6xHis) para a deteccéo da ancoragem.

Para obter a linhagem recombinante integrativa EBY100:E6-i, foi construido o
biobrick a partir da amplificacdo do vetor EasyClone pCfB3039 e amplificacdo do
inserto a partir da clonagem obtida anteriormente (pYD1:AGA2-E6). Utilizando a
clonagem baseada em fusdo USER dos biobricks, foi obtida a construcdo do vetor
EasyClone pCfB3039 com inserto contendo o gene que codifica E6 de HPV-16. O
inserto contendo o gene E6 é ladeado na porgédo 5’ pelo gene AGA2 que codifica a
proteina Aga2p, a qual faz parte da ancora nativa de S. cerevisiae a-aglutinina e,
ladeado na porgao 3’ pela tag de verificacdo 6xHis, a construcdo AGA2_E6_6xHis
estd sob o controle do promotor GAL1. O sistema Easyclone-MarkerFree, baseado
em CRISPR-Cas9, foi utlizado, promovendo a integracdo do cassete
pCfB3039_PGAL1_AGA2_E6 no Iocus 2 do cromossomo XlI (figura 2) (Miranda et al.,
2020).

Tabela 2 - Plasmideos e linhagens construidas neste trabalho
Linhagem Cassete de

Plasmideo _ . Finalidade
recombinante expressao

Linhagem com a proteina
AGA2-(GaS)s- _ .
pYD1/E6 EBY100:E6 E6 a partir da expresséo
E6-6xHis )
por vetor epissomal.

Linhagem com a proteina

_ AGA2-E6- E6 a partir da expresséo
pCfB3039/E6 | EBY100:E6-i _ , .
6xHis por integracéo

cromossomica.

Fonte: A autora (2022)

3.2 Andlise da ancoragem da proteina E6 a superficie celular de S. cerevisiae

Apés inducéo por 40 horas, células de EBY100, EBY100:E6 e EBY100:E6-i
foram adsorvidas as placas de ELISA, para ensaios utilizando anticorpo direcionado
a marcacao 6xHis. Os resultados obtidos demonstram que existe uma razéo de duas
vezes entre a linhagem epissomal contendo a proteina E6 e a levedura EBY100
(Figura 3). Por outro lado, quando comparamos a ancoragem da linhagem
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EBY100:E6-i com a EBY100 nao se observa diferenca significativa. Isto pode indicar,
portanto, que a expressao a partir da integracdo monocopia ndo parece promover uma
ancoragem satisfatdria para o método de detecgdo por yeast-ELISA, pois, apesar de
usar uma quantidade de 108 células/poco, as proteinas totais ancoradas ndo foram
detectadas.

Figura 3 - Ensaio de Yeast-ELISA contendo as linhagens: EBY100 (controle de ligacéo inespecifica —

coluna cinza), EBY100:E6 (coluna laranja) e EBY100:E6-i (coluna verde). Foi utilizado o anticorpo
anti-His conjugado com peroxidase (1:1000). ***pValue <0,0006.

0.5-
¢ e 1 EBY100
E 0.4 | ] EBY100'E6
T

" [ EBY100:E6i
m 0.3
T
= -
a 0.27 T
[ ]
[/ 4]
O 0.1-
I

Linhagens recombinantes

Fonte: A autora (2022)

Em um estudo propondo ancoragem de celulossomos em S. cerevisiae,
também foi comparada o nivel de expressao utilizando as duas técnicas de engenharia
genética, epissomal e integrativa. Segundo o autor, 0 nimero de copias do gene alvo
afeta o rendimento da expressao da proteina, demonstrando que a linhagem com
plasmideo epissomal tem mais vantagem, cerca de 100 vezes mais de namero de
cOpia em relagdo a linhagem integrativa (Yang et al., 2020). Schreuder et al (1996)
demostrou através da ancoragem de determinantes antigénicos do virus da hepatite
B, que células transformadas com um plasmideo monocopia (YCp) ndo foram

detectados em ensaios de imunofluorescéncia. Porém quando transformadas com
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plasmideo multicopia (YEp), as células foram facilmente detectadas. Neste mesmo
estudo, células com integracdo multicopia (MYR) obtiveram niveis mais baixos de
fluorescéncia em comparacdo as células transformadas com YEp. No entanto a
expressdo com YEp resultou em uma distribuicdo desigual na populacao de células,
certamente devido a instabilidade do plasmideo, enquanto que a MYR resultou em um
nivel de expresséao estavel.

A instabilidade plasmidial resulta no aumento da frequéncia de perda de
plasmideo que pode ser atribuida a diminuicdo da replicacdo ou pela divisdo
segregacional da levedura (Gnugge e Rudolf, 2017; Kilonzo et al., 2009). Como S.
cerevisiae se multiplica por brotamento ndo uniforme, leva a uma segregacao desigual
dos plasmideos das células mée para as células filhas (Zhang et al., 1996). A
frequéncia de perda pode chegar em 5% por geragéo (Zeng et al., 2021), e cerca de
50-60% das células perdem seu plasmideo ap6s 24 h de cultivo em meio néo seletivo
(Christianson et al., 1992). E possivel melhorar a estabilidade do plasmideo, por
exemplo, manipulando as condi¢gdes do meio de crescimento (Kilonzo et al., 2008;
O’Kenedy e Patching, 1997; O’Kenedy et al., 1995) e as taxas de diluicdo em culturas
continuas (Gupta et al., 2001; Kilonzo et al., 2008; Zhang et al., 1997).

Apesar da instabilidade numa transformacdo com plasmideo epissomal, é
notavel que existe uma vantagem em relacdo a quantidade de proteinas ancoradas
na superficie celular da levedura em comparacao a monocépia. A partir do método de
yeast-ELISA, foi possivel determinar uma célula com a proteina E6, mostrando a
eficiéncia da técnica de imunoensaio para identificacdo de células ancorando

proteinas recombinantes.

Conclusao

A comparacao entre a ancoragem da oncoproteina E6 de HPV16, em linhagens
recombinantes construidas a partir de modificacdo genética epissomal ou integrativa,
demonstrou, para esta proteina, que o nivel de expressdo e ancoragem € um fator
importante para sua deteccdo a partir de ensaios imunologicos, como é o caso do
yeast-ELISA. Os resultados apresentados neste artigo demonstram que € necessario
obter a expressao da proteina atraves de sistemas multicopias, pois, desta forma, gera
uma quantidade maior de coépias da proteina, possibilitando um melhor

reconhecimento imunoldgico.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a obteng&o de linhagens recombinantes de
Saccharomyces cerevisiae possibilitando a ancoragem do scaffold-epitopo Top7-2F5
e da oncoproteina E6 de HPV-16. A correta ancoragem e funcionalidade através da
ligacdo de anticorpos direcionados a tag 6xHis e a proteina ancorada, proporcionaram
0 uso para futuros trabalhos em imunoreagentes e na producéo de vacinas virais.
Importante salientar que o uso de scaffold artificial ancorado em levedura para permitir
a correta conformacédo e estrutura nativa do epitopo, facilita os estudos a cerca da
triagem de anticorpos in vitro e abre caminho para estudos com outros epitopos virais.
Também foi possivel observar que o uso de sistemas de expressédo multicopia garante
a deteccdo da proteina ancorada na superficie celular, levando a acreditar que é a
melhor estratégia para producédo de vacinas de célula inteira do tipo Yeast Suface
Display.

Outro ponto importante foi a demonstracdo da técnica do ensaio yeast-ELISA,
pois foi possivel detectar eficazmente a proteina ancorada na superficie celular da
levedura. Embora ainda deva ser objeto de aprimoramentos, esta técnica podera
acelerar a avaliacdo de antigenos e proteinas, visto que ndo € necessario a extracao
e purificagdo para uso em imunoreagentes. Além da vatagem de utilizar a levedura
para expressao da proteina recombinante, permitindo modificacdes necessarios para

0 correto reconhecimento de anticorpos especifico.
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6 SUMULA CURRICULAR

Ministracdo de Minicurso intitulado “YEAST SURFACE DISPLAY: SISTEMA
ALTERNATIVO PARA RAPIDA PRODU(;AO DE VACINAS E
IMUNOREAGENTES” no Il Simpdsio de Biologia e Biomecidina da UFPE
(2020).

Ministracdo de Minicurso intitulado “YEAST SURFACE DISPLAY: SISTEMA
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IMUNOREAGENTES” durante o Ill Simpésio de Genética e Biotecnologia da
UFRPE (2021).
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MOLECULAR BIOLOGY” pelo Programa de Biologia Celular e Molecular da
UPE (2021).
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Curso sobre “SOLUCOES BIOTECNOLOGICAS APLICADAS AS ACOES DE
ENFRENTAMENTO A COVID-19” pela UFPE (2020).
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