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RESUMO

Os papilomavirus sdo conhecidos por causarem lesdes tumorais, geralmente benignas, em
tecidos epiteliais de diversos organismos, que podem sob condi¢Ges adequadas progredirem
para o cancer. O papilomavirus bovino (BPV) tem sido amplamente caracterizado tanto por
ser considerado um modelo experimental para o estudo do papilomavirus humano (HPV),
quanto por sua grande importancia na bovinocultura. Estudos para o combate da infecgdo
mostram que vacinas baseadas em virus-like particles (VLPs), formadas a partir das proteinas
capsidiais L1/L2 ou L1, induzem & produc&o de anticorpos neutralizantes conferindo protegéo
contra 0 mesmo tipo viral. A levedura Pichia pastoris é um sistema de expressdo eficiente e
de baixo custo para producdo de altos niveis de proteinas, além de apresentar vantagens em
relagéo a outros sistemas. Neste trabalho foi avaliado a possibilidade do uso do sistema de
expressdo heterdloga baseado em células da levedura P. pastoris para a producéo da proteina
L1 do capsideo do papilomavirus bovino tipo 1. O gene L1 foi amplificado por PCR a partir
do genoma completo de BPV 1, clonado no vetor pGEM-T Easy e subclonado sob a
regulacdo do promotor AOX1 e em fase de leitura com uma cauda de poli-histidina presentes
no vetor pPICZA. As células da levedura foram transformadas com a construgéo
pPICZAL1B1 e os recombinantes resistentes a zeocina foram selecionados para expresséo da
proteina L1. Estes foram cultivados em frascos contendo meio com glicerol como fonte de
carbono e apds 48 horas o meio foi trocado por outro contendo 0,5% de metanol. A cada 24
horas foi adicionado metanol para uma concentragdo final de 2%, até completar 96 horas. Os
resultados obtidos mostraram que os recombinantes P. pastoris transformados com o cassete
de expressdo pPICZAL1B1, apds indugdo com metanol, foram capazes de expressar 0 gene
L1 e de produzir a proteina L1 de BPV 1. Tais transformantes permitirdo o estabelecimento
de um sistema de expressdo da proteina L1 e conseqliente producdo de VLPs como primeiro

passo para implementacéo de uma estratégia vacinal contra infec¢des por papilomavirus.

Palavras-Chave: BPV, Papilomavirus Bovino, Pichia pastoris, Sistema de expressdo

heterélogo.



Jesus, A.L.S. Producéo da proteina L1 do Papilomavirus bovino tipo 1 em Pichia pastoris

ABSTRACT

Papillomaviruses are known to cause lesions, usually benign, in epithelial tissues of various
animals. However, under appropriate conditions, they may progress to cancer. The bovine
papillomavirus (BPV) has been widely characterized by both be considered an experimental
model for studying the human papillomavirus (HPV), as per its importance in cattle. Studies
to contend PV infection show that vaccines based on virus-like particles (VLPs), formed from
L1/L2 or L1 capsid proteins, induce production of neutralizing antibodies conferring
protection against the same viral type. The methylotrophic yeast Pichia pastoris, as a cellular
host for the expression of recombinant proteins, is a system of efficient and low cost
production of high levels of protein, with some advantages over other systems. The aim of
this work was evaluated the possibility of using heterologous expression system based on P.
pastoris yeast cells for production of BPV 1 L1 capsid protein. The L1 gene was amplified by
PCR, cloned into pGEM-T Easy cloning vector and subcloned under the regulation of AOX1
promoter and in frame with a histidine tag in the C-terminal region into the P. pastoris
expression vector pPICZA. The recombinant plasmid, named pPICZAL1B1, was linearized
and used to transform P. pastoris by electroporation. The recombinant yeast cells were grown
in YPDS plates and colony PCR was performed to confirm gene integration. After methanol
induction, total RNA was extracted and the L1 transcripts were detected by RT-PCR. Finally,
a dot blot assay using anti-His and anti-L1 antibodies were performed and the production of
BPV 1 L1 protein was verified. The results showed that the P. pastoris recombinants
transformed with pPICZAL1B1 expression vector, after methanol induction, were able to
express BPV 1 L1 gene and produce its protein. Such transformants will allow the
establishment of L1 protein expression system and consequent production of VLPs as the first

step towards implementing a vaccine strategy against papillomavirus infections.

KEY WORDS: BPV, Bovine Papillomavirus, Pichia pastoris.
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1. INTRODUCAO

Infec¢des pelos membros da familia Papillomaviridae tém sido reconhecidas e
descritas hd milénios. Estes virus causam alteracbes tumorais, geralmente benignas, em
tecidos epiteliais de diversas espécies de mamiferos, répteis e aves.

O papilomavirus bovino (BPV) tem sido amplamente caracterizado tanto por ser
considerado um modelo experimental ideal para o estudo do papilomavirus humano (HPV),
quanto por sua grande importancia na bovinocultura, sendo associado & papilomatose cutanea,
tumores na bexiga (hematlria enzoética) e no trato digestivo superior (caraguatd). A
papilomatose bovina, embora ndo caracterize um processo neoplésico, é uma doenca
importante economicamente por causar desvalorizacdo dos animais a serem comercializados.

Para o controle das infecches causadas por papilomavirus e diminuicdo dos
problemas econdmicos causados pelas infecgOes, tém-se optado freqlientemente pela
autovacinacdo. Esta vacinagdo é feita com extrato bruto de verrugas tratadas para inativacéo
do virus, uma vez que ndo existem vacinas comerciais disponiveis, sejam preventivas ou
terapéuticas.

A proteina L1 que forma o capsideo viral, quando produzida em sistemas de
expressdo eucarioticos, é capaz de se organizar como virus-like particles (VLPs — particulas
semelhantes ao virus), com morfologia similar ao virus selvagem. As VLPs ndo séo
infecciosas ou oncogénicas, portanto, sdo candidatas atrativas para o desenvolvimento de
vacinas profilticas contra os papilomavirus.

O sistema de expressdo em células de levedura contorna vérias das dificuldades
encontradas no sistema de expressdo em células de mamiferos, mantendo muitas de suas
vantagens. A levedura metilotrofica Pichia pastoris emergiu como um sistema eficiente e de
baixo custo para a producéo de altos niveis de proteinas heter6logas. Este sistema combina as

vantagens da expressdo em celulas de mamiferos com as de células procariotas, tais como a
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capacidade de realizar as modificacBes pos-traducionais e de obter niveis elevados de
expressdo da proteina recombinante, respectivamente. Desta forma, tal sistema de expressao
encontra-se bem estabelecido e sendo largamente utilizado para producéo de diferentes tipos
de proteinas heterdlogas, no entanto, tem sido pouco explorado para produgdo de proteinas de
papilomavirus, em especial do BPV. Portanto, este trabalho teve como finalidade avaliar a
capacidade de expressdo da proteina estrutural L1 de BPV-1 em células da levedura P.

pastoris.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Papilomavirus

A familia Papillomaviridae ¢ um grupo muito heterogéneo de virus, e diferentes
tipos sdo associados com lesdes epiteliais especificas. So pequenos virus, com 52-55 nm de
didmetro, possuindo DNA de fita dupla circular, com cerca de 8 Kb. O capsideo é formado
por 72 subunidades (capsdmeros ou pentdmeros), com arranjo icosaédrico, sendo por este

motivo, de aparéncia esférica & microscopia eletronica (de Villiers et al., 2004).

Os papilomavirus séo identificados pela abreviacdo PV e uma ou duas letras iniciais
indicam a espécie hospedeira, que pode ser derivada de uma palavra em inglés, por exemplo,
HPV para papilomavirus humano, ou do nome cientifico do hospedeiro, como exemplo

MnPV para papilomavirus Mastomys natalensis, que afeta um rato africano (Bernard, 2005).

Embora os primeiros tipos de PV tenham sido isolados ha 30 anos (Orth et al.,
1977), a dificuldade em encontrar sistemas de cultivo de células apropriados para propagagéo
do virion tem freado o progresso no estudo das funcdes virais e limitado o estabelecimento de

uma taxonomia baseada em propriedades bioldgicas.

Os papilomavirus foram originalmente classificados junto com os poliomavirus e
SV40 (simian virus 40) em uma familia, designados Papovaviridae. Esta antiga classificacéo
foi baseada na similaridade entre seus membros, como por exemplo, o capsideo néo
envelopado e o genoma de DNA dupla fita circular. Posteriormente, com 0 avango nos
estudos, foram descobertas diferencas significativas entre esses dois grupos de virus, como o
tamanho diferente dos seus genomas e a organizagcdo gendmica completamente distinta entre
eles, o que gerou a separacdo em duas familias, Papillomaviridae e Polyomaviridae (de

Villiers et al., 2004).
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Os PV estéo etiologicamente implicados no desenvolvimento de tumores benignos
(verrugas, papilomas), cancer cervical e outros tumores epiteliais, que séo induzidos em locais
especificos na pele e no epitélio das mucosas (Howley & Lowy, 2001). As lesbes causadas
sdo geralmente benignas, e a infeccdo € normalmente eliminada por uma resposta imune
celular, a qual é direcionada contra antigenos virais (O’Brien & Campo, 2002). Infec¢des do
epitélio por tipos especificos de PV, em associagdo com co-fatores ambientais e genéticos,

podem apresentar maior risco de progressdo a tumores malignos (zur Hausen, 2002).

Papilomavirus sdo considerados espécie-especificos e, mesmo em condigdes
experimentais, ndo infectam nenhum outro hospedeiro além daquele que lhe é natural. Séo
relatadas infeccBes por PV em diversas espécies de mamiferos, aves e répteis (Bernard, 2005).
O unico caso conhecido de infeccéo cruzada é a ocorrida entre cavalos e outros equinos pelos

papilomavirus bovinos (BPV) tipo 1 e 2 (Campo, 2002).
2.1.1. Papilomavirus Bovino (BPV)

Até pouco tempo atrds, os BPVs estavam classificados em 6 tipos bem
caracterizados. Os BPV 1, 2 e 5 infectam o epitélio cutaneo, onde induzem a producdo de
fibropapilomas com o envolvimento dos fibroblastos da derme e dos queratindcitos. J& os
BPV-3, 4 e 6 estdo intimamente relacionados aos papilomas epiteliais, onde somente 0s
queratinécitos estdo comprometidos, por isso sdo chamados papilomas epiteliotropicos

(Jarrett et al., 1984; Campo, 1997a).

A nomenclatura atual, que leva em consideracdo as propriedades bioldgicas e
organizacdo do genoma, os epiteliotropicos (BPVs 3, 4 e 6) sdo definidos como género Xi-
papilomavirus, os BPVs 1 e 2 como Delta-papilomavirus e o BPV 5 é membro Gnico do

Epsilon-papilomavirus (de Villiers et al., 2004).
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Existem evidéncias da existéncia de 11 outros tipos ou sub-tipos de BPV, com base
no sequenciamento do material genético viral detectado por PCR (reacdo em cadeia pela
polimerase) no pequeno rebanho bovino do Japdo (Ogawa et al., 2004), indicando uma

provavel subestimativa dos tipos de BPV circulantes.

Recentemente, quatro novos tipos de BPVs foram caracterizados. Analises
filogenéticas baseadas na ORF (open reading frame) 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). Por sua vez, os BPVs 9 e 10 também foram isolados de lesGes papilomatosas no gado
do Japdo, sendo classificados como novos membros do género Xi-papilomavirus (Hatama et

al., 2008).

Para identificagdo 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 sequéncia de DNA
da ORF L1 divergir em mais de 10% do tipo de PV conhecido mais préximo. Diferencas
entre 2% e 10% na homologia definem um subtipo e menor que 2% um variante (de Villiers

et al., 2004).

2.2. Papilomatose Bovina

Nos bovinos sdo mais comuns papilomatoses cutanea e nas mucosas genital e
orofaringea, ndo havendo diferenca na prevaléncia da patologia entre sexo e ragas, sendo mais

freqiiente em animais com menos de dois anos de idade (Corréa & Corréa, 1992).

As lesbes hiperplasicas produzidas pelos papilomavirus, definidas como verrugas,

papilomas ou condilomas, séo geralmente lesdes benignas (Munoz, 2000). No entanto, o0 gado
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pode apresentar processos neoplasicos derivados da malignizacdo de papilomas pré-
existentes, devido a acéo sinérgica de co-fatores ambientais (Campo, 2002; Leal et al., 2003).
Tais anomalias acompanhadas de outras modificagdes celulares induzidas por co-fatores
ambientais, como, por exemplo, o consumo da samambaia Pteridiun aquilinum v.
aracnoideum, podem causar o desenvolvimento de cancer (Jackson et al., 1993; Campo,

1997a; Moura et al., 1988; Campo, 2002).

No Brasil, a papilomatose bovina € um importante problema econémico para 0s
criadores, existindo regides em que a papilomatose é endémica (Vale do Paraiba — SP). Na
regido Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco (regido da Zona da Mata), a
incidéncia de papilomatose bovina é muito alta provocando grandes perdas econdmicas para

os criadores (Melo & Leite, 2003).

As lesbes mais comuns associadas a infeccdo em bovinos sdo: papilomas na pele
causados por BPV 1, 2 e 3; papilomas e cancer no trato gastrointestinal superior por BPV 4;
papilomas nos tetos e Ubere por BPV 1, 5 e 6; papilomas no pénis, BPV 1; e cancer na bexiga
urinaria de animais acometidos por BPV 1 e 2 (Jarret et al., 1984; Campo, 1998; Jelinek &

Tachezy, 2005).

As tetas e 0 Ubere das vacas estdo sujeitas a infec¢do por trés diferentes tipos de
BPV. A doenga, se causada especialmente por BPV 6, torna-se ndo apenas um problema de
salide, mas também causa grandes consequéncias econdmicas, ja que as vacas ficardo
impossibilitadas de amamentar os bezerros e, além disso, os papilomas podem fechar os
canais das tetas tornando o local propenso para infeccdo por bactérias (Campo, 1998).
Papilomatose no pénis interfere com as fungdes normais de touros reprodutores e 0s animais

tém que ser sacrificados (Campo, 2002).
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Além das verrugas comumente associadas, BPV 1 e 2 também estdo implicados em
lesBes neoplésicas. BPV 2, e menos comumente BPV 1, estdo relacionados ao processo
carcinogénico da bexiga urindria (Borzacchiello et al., 2003). Eles estdo comumente
associados com uma sindrome conhecida como hematlria enzodtica, a qual é causada pela
ingestdo prolongada de brotos de samambaia (Confer & Panciera, 2001). Estudos prévios tém
apontado para uma acgdo sinérgica entre BPV e compostos da samambaia (Pteridium
aquilinium), como a quercetina (Campo, 2002; Leal et al., 2003), como esquematiza a figura
1. O DNA viral est4 presente nos tumores em multiplas copias epissomais, porém ndo ha

registros da presenca de particulas virais (Campo et al., 1992).

Bracken chemicals
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Figura 1. Representagdo diagramatica da carcinogénese em bexiga urinaria (Campo, 2002).

Embora os papilomavirus sejam considerados extremamente espécie-especificos, o
BPV 1, e 0 BPV 2 em menor frequéncia, sdo encontrados em tumores fibroblasticos de

eqliinos denominados tumores sarcoides (Nasir & Reid, 1999; Campo, 2003).

O sarcdide equiino € o mais comumente tumor da pele detectado em eqliinos em todo
0 mundo e tem sido relatada sua presenca em cavalos, burros e mulas (Goldschmidt &
Hendrick, 2002), com relatos de taxas de prevaléncia de 12.9 a 67% de todos os tumores de
equinos. O sarcdide pode ser definido como tumores fibroblasticos benignos localmente
agressivos da pele eqlina (Nasir & Campo, 2008) e pode ocorrer como lesdes Unicas ou

maltiplas em diferentes formas, desde pequenas lesdes parecidas com verrugas até grandes
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Ulceras fibrosas. As lesbes podem ocorrer em todo o corpo, mas existem sitios de
predisposicdo em especial na regido paragenital, no torax-abdome e na cabeca e,

freqlientemente, ocorrem em locais de lesdo prévia e cicatrizes (Torrontegui & Reid, 1994).

A biologia molecular da infecgdo pelo BPV-1 em sarcéide eqiiinos assemelha a da
infeccdo por BPV-2 na bexiga urinaria em bovinos: em ambos os casos, a infeccéo é abortiva
e ndo produtiva, as proteinas precoces (proteinas E), incluindo a principal oncoproteina E5,
séo consistentemente expressas, fornecendo evidéncias claras que a presenca do DNA viral
ndo é acidental; as proteinas tardias (proteinas L) sdo ocasionalmente detectadas, mas nao se
observa particulas virais, sugerindo que a infecgdo € abortiva numa fase tardia (Chambers et

al., 2003; Nasir & Campo, 2008).

O BPV 4 infecta o epitélio da mucosa gastrointestinal (GI) superior e induz a
formacdo de papilomas pela expressdo de suas proteinas transformantes. Os 6rgdos mais
comumente afetados sdo faringe, es6fago, rimem e reticulo. Animais que desenvolvem
papilomatose extensiva tém dificuldade de comer e respirar e sdo descartados. Porém, se a
doenga ndo é tdo severa, 0s animais sobrevivem, mas apresentam alto risco de desenvolverem
carcinoma de células escamosas (Campo, 2002). Epidemioldgica e experimentalmente
evidenciou-se que papilomas causados por BPV 4 podem evoluir para carcinomas de células

escamosas em animais alimentados com samambaia (Campo et al., 1994).

Apesar de serem reconhecidamente virus epiteliotropicos (Campo, 1997b), ha
evidéncias da presenca de BPV em células do sangue periférico (Stocco dos Santos et al.,
1998; Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007), placenta, sémen e fluidos corpéreos (Carvalho
et al., 2003; Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007), sendo sugerida a transmisséo vertical de
BPV 1 e 2. No sangue periférico, Stocco dos Santos et al. (1998) sugeriram a acdo do BPV
sobre a cromatina hospedeira, de modo que tal acdo, causa alteragbes cromossdmicas

caracteristicas como fusfes céntricas na célula hospedeira.
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2.3. Genoma de BPV

O genoma do papilomavirus bovino consiste em um DNA de fita dupla circular com
cerca de 8000 pares de bases e pode ser dividido em trés segmentos: a regido LCR (Long
Control Region) contendo os elementos cis-regulatérios necesséarios para a replicacdo e
transcricdo do DNA viral, e duas regides contendo quadros abertos de leitura (ORF ou open
reading frames) correspondentes aos genes precoces e tardios. Os genes precoces codificam
as proteinas envolvidas tanto nos processos de replicacdo e transcricdo do DNA viral quanto
na transformacéo celular (Campo, 2006). Os genomas de BPV-3, BPV-4 e BPV-6 perderam a
ORF E6, 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). A figura 2 ilustra a organiza¢édo gendmica de BPV.

BPV-1

Transformacéo Replicagdo/Transcricdo  Proteina do Capsideo

/ \ Replicacéo l Transformacao l Proteina do Capsideo

] / j l
(E7] (E4] I 2 I L1 I

I I | H | I | | | | LeR
I T T 1 T T T T 17.945 kb
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 2. Representacdo linear do genoma de BPV 1, adaptado de Campo, 2006.

A regido LCR (também denominada regido URR - Upstream Regulatory Region) é
uma &rea ndo 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 contém a maioria ou todos os sinais regulatdrios tanto para
replicagdo quanto para a transcricdo do DNA viral (Nicholls & Stanley, 2000; Munger &

Howley, 2002).

11
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A LCR do BPV-1, BPV-2 e BPV-5 tem doze sitios de ligagdo & E2, enquanto que
quatro sitios de ligagdo & E2 s&o reconhecidos nas LCR de BPV-3, BPV-4 e BPV-6. E2 é 0
regulador da transcrigdo viral, e sua ligacdo & LCR pode ativar ou reprimir a transcri¢cdo dos
genes virais (Borzacchiello & Roperto, 2008). No entanto, a LCR de BPV-4 possui multiplos
elementos regulatdrios positivos e negativos capazes de agir independentemente da presenca
de E2. Dentre estes, o fator de transcricéo celular melhor caracterizado é o PEBP2, que se liga

ao sitio de E2 (Jackson & Campo, 1995).

A expressdo dos genes virais ocorre através de um complexo padrdo de eventos de
processamento de RNA (RNA splicing) que processam um mRNA maduro a partir de um
precursor de RNA policistronico, tanto em Delta- quanto em Xi-BPVs (Campo, 2006). Como
uma regra geral, os transcritos tardios codificando as proteinas estruturais sdo encontrados
apenas nas camadas mais diferenciadas de verrugas e outras lesdes produtivas, enquanto que
RNAs codificando as proteinas precoces sdo encontradas tanto em verrugas como em células

transformadas.

As ORFs séo classificadas como ndo-estruturais ou precoces (E, do inglés early) e
estruturais ou tardias (L, do inglés late), de acordo com o periodo de expressdo. O segmento E
representa 45% do genoma e codifica para proteinas que sdo necessarias para a replicacéo e
transcricdo do DNA viral e podem subverter a proliferacdo celular, finalmente induzindo a

transformagcéo celular (Campo, 1997a).

A proteina E1 tem funcdo na replicacdo do DNA viral, permite o desenrolar do
genoma viral e age como fator de elongagdo (Lambert, 1991). O produto do gene E2 estd
envolvido tanto no controle da transcricdo quanto na replicacio do DNA viral, sendo
responséavel pelo reconhecimento e ligacdo da origem de replicacdo. A proteina E2 existe em

duas formas. A proteina integra do gene E2 tem a funcéo de reprimir a transcri¢do em certas

12
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condicdes, ja a proteina em sua forma N-terminal atua como ativador transcricional (Yang et

al., 1991).

Outra relevante funcdo de E2 é a sua capacidade de segregar o genoma epissomal de
BPV para as celulas-filhas, apds a divisdo celular, através da ligagdo do genoma ao
cromossomo mitético, garantindo assim a igualdade de distribuicdo e retencdo do DNA viral
(Baxter et al., 2005). A proteina E2 de BPV-1 associa com a cromatina mitdtica atraves do
dominio aminoterminal da proteina e uma vez ligada € capaz de interagir com o genoma viral
via dimerizagdo do terminal carboxila e dominio de ligacdo ao DNA. Para a associagdo de E2
com a cromatina mitotica, o estado fosforilado da proteina E2 ndo é requerido, e é provavel
que a proteina celular Brd4 é a responsavel pela interagdo de E2 com 0S cromossomos

mit6ticos (Campo, 2006).

A ORF E4 codifica uma familia de pequenas proteinas que sdo geradas por splicing
alternativo e modifica¢Bes pos-traducionais. Essa proteina encontra-se em abundéncia no
citoplasma de queratinécitos ajudando a fase produtiva de replicagdo do DNA viral. Em
cultura de celulas e em infeccBes naturais, E4 interage com a rede de filamentos de
citoqueratinas, onde provavelmente desempenha um papel auxiliar na replicacdo e liberagdo

do virus (Doorbar, 1991; Borzacchiello & Roperto, 2008).

BPV codifica trés oncoproteinas, E5, E6 e E7. E5 é a principal oncoproteina viral

seguida por E6, com um papel mais modesto desempenhado por E7.

A proteina E6 de BPV é um ativador transcricional, que interage com e inibe o co-
ativador de transcricdo CBP/p300 e, em fazendo-o também inibe a funcdo do supressor
tumoral p53 (Zimmerman et al., 2000), alcangando assim o mesmo resultado que as proteinas
E6 de Alfa-HPVs, ou seja, a inativacdo do ciclo celular e apoptético detendo as fungdes de

p53. E6 liga & proteina de adeséo focal paxillina e bloqueia a interacdo entre paxillina e varios
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outras proteinas de adeséo focal, incluindo vinculina e quinase de adeséo focal. Alem disso,
E6 interage com AP-1, um complexo adaptador trans-Golgi rede-especifica de clatrina, e €
provavel que esta interacdo afeta os processos celulares envolvendo vias de trafego mediado
por clatrina (Nasir & Campo, 2008). Apesar de sua importancia, o Xi-PVs ndo tém um gene

E6, que tem sido substituido por um gene semelhante a E5.

O gene E7 de BPV-1 codifica uma proteina de 127 aminoécidos, que coopera com
E5 e E6 na inducéo de transformacdo celular. Em células infectadas naturalmente, a expresséo
de E7 de BPV-1 é observada no citoplasma e nucléolos das células basais e inferiores da
camada espinhosa, enquanto que a expressdo de E7 de BPV-4 é observada em todas as
camadas de papilomas, em todas as fases (Borzacchiello & Roperto, 2008). A proteina E7 de
papilomavirus humano (HPV) tipo 16 (o virus associado com carcinoma cervical) interage
com e inibe o supressor tumoral p105Rb. Esta inibico leva a proliferacdo celular imprevista.
Contrariamente ao E7 de HPV-16, E7 do género Delta-BPV perde o dominio candnico de
ligacdo a p105Rb LXCXE e ainda ndo é claro como é que ela contribui para a transformagéo

celular (Nasir & Campo, 2008).

O gene E5 codifica uma pequena proteina hidrofébica de membrana com
aproximadamente 84 aminoacidos, que é a principal oncoproteina dos papilomavirus bovino.
Essa proteina provoca perturbacdo nos mecanismos de supressdo do crescimento e no controle
do ciclo celular. Esta localizada nos compartimentos das endomembranas das células,
especialmente no aparelho de Golgi, e liga-se a ductina 16 k/subunidade ¢ da ATPase H*
vacuolar. Esta interacdo resulta na inibicdo da comunicacgdo intercelular das juncbes gap e a
falta de acidificacdo dos endossomos e do aparelho de Golgi (Goldstein et al., 1991).

A perda da comunicacdo das juncbes gap em células transformadas com
papilomavirus provavelmente contribui para a transformagdo celular por isolamento das

células infectadas das células normais circunvizinhas, permitindo entdo o estabelecimento de
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outros eventos de transformacéo (Nasir & Campo, 2008). A inibi¢do da acidificagdo dos
endossomos e do aparelho de Golgi leva a perturbacdo do processamento de proteinas
celulares, resultando na retencdo e reciclagem de receptores de fatores de crescimento celular
dos compartimentos endossomais (Campo, 2006).

Adicionalmente, E5 de BPV interage diretamente e ativa o receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF-R), ativando uma cascata de sinalizacdo
intracelular para a proliferacéo celular (Borzacchiello et al., 2006), e ativa diversas proteinas
quinases envolvidas no controle do ciclo celular causando uma desregulacdo generalizada do

programa de proliferacdo da célula (Nasir & Campo, 2008).

O genoma viral também contém os genes tardios que codificam as duas proteinas
que compdem o capsideo do virus. A proteina L1 é a principal proteina do capsideo viral com
um peso molecular de 55 KDa, representando cerca de 80% do total de proteinas. J& a
proteina L2 corresponde a uma pequena porcdo do capsideo com peso molecular de 77 KDa
(Buck et al., 2005). As proteinas L1 e L2 sdo expressas no nucleo dos queratindcitos
diferenciados. Durante a morfogénese do virion, L2 liga-se ao DNA viral, favorecendo a sua
encapsidacdo. Ja L1 medeia a ligacéo do virus aos receptores da superficie celular. Ambas as
proteinas codificam epitopos neutralizantes e, no caso de L2 de BPV-2, epitopos de rejei¢éo

tumoral (Campo, 2006; Borzacchiello & Roperto, 2008).

2.4. Relagéo Parasito-Hospedeiro

O ciclo de infecgdo do papilomavirus esta intrinsecamente relacionado aos estagios
de diferenciagéo das células epiteliais do hospedeiro (O’Brien & Campo, 2002), como mostra
a figura 3. A replicacéo viral ocorre nas camadas basais do epitélio escamoso estratificado da

pele ou de membranas mucosas e, provavelmente, os virus tém acesso as células do nivel
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inferior através de lesdo e/ou abrasdo. O virus atinge o nucleo das células basais através de
microlaceragdes, sendo que 0s primeiros sinais de transcricdo do genoma viral aparecem cerca

de 4 semanas apos a infeccdo (Buck et al., 2005).

Uma vez infectadas, as células epiteliais séo transformadas pelo PV para a indugéo
da hiperplasia e hipertrofia destas. O virus infecta os queratindcitos basais expressando 0s
genes virais precoces nas camadas basal e suprabasal do epitélio e replica seu genoma durante
a diferenciacdo da camada espinhosa e granular. Com a diferenciacdo das células, a expressao
dos genes tardios é ativada e as proteinas do capsideo viral L1 e L2, juntamente com a
proteina E4 (possivelmente relacionada com a replicacéo e a encapsidagdo do DNA viral) nas
camadas escamosas. Os virions sdo formados e finalmente liberados com a descamacéo da
camada queratinizada (O’Brien & Campo, 2002). A medida que os virus amadurecem e as
particulas virais se agrupam, eles migram em direcdo a superficie, conseqlientemente, virus
completos sdo encontrados apenas nas camadas epiteliais superiores. Este gradiente de
replicacdo e diferenciacdo do epitélio basal para o epitélio apical tem implicagdes
significativas para a deteccdo e o tratamento das infecgdes relacionadas ao PV (Howley &
Lowy, 2001), uma vez que é dificil a reproducao fiel desse ambiente celular em cultivo

celular.

Assim como muitos virus, BPVs podem estabelecer uma infeccédo latente. O genoma
viral pode ser freqlientemente encontrado em epitélios normais, sem sinais clinicos da doenca
(Ogawa et al., 2004). Epitélios normais séo sitios aceptores de infeccdo latente e, alids, a
reativacdo do BPV em locais de trauma sugere que o DNA viral esté presente nestes sitios em
forma latente, e que os danos do epitélio, possivelmente através da producdo de citocinas
inflamatorias e do estimulo da proliferacdo celular, induz a expressdo de genes virais levando

a formac&o de papiloma (Campo, 2006). No entanto, epitélios podem n&o ser o unico sitio de
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laténcia do papilomavirus. DNA de BPV estd presente em forma epissomal nos linfocitos

circulantes de bovinos.
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Figura 3. Ciclo de infeccdo do PV. Entrada do virus no tecido epitelial através de microtrauma e
estabelecimento da infeccdo na camada basal (células com nucleo azul). As células de nlcleo verde
indicam a expressdo das proteinas L1 e L2 para montagem dos virions que sdo liberados
posteriormente (adaptado de Lowy & Schiller, 2006).

2.4.1. Processo Carcinogénico

Embora a etiologia viral de tumores esteja bem estabelecida, os mecanismos
moleculares envolvidos nesta transformacéo néo estdo bem entendidos. O DNA viral ndo esta
presente no tumor ou em células transformadas in vitro, sugerindo que o virus é responsavel
pelos eventos iniciais da carcinogénese, mas ndo pela manutencdo das transformagdes
fenotipicas, onde a informacdo genética viral ndo é necessdria para a manutencdo da
malignidade (Gaukroger et al., 1991). Também ndo esta claro como fatores carcinogénicos e
agentes promotores estdo envolvidos em diferentes estagios no desenvolvimento de papilomas
e carcinomas, porém ja foram descobertos dois estdgios do mecanismo de carcinogénese, a

iniciacdo e a promogdo, que tém componentes independentes (Frazer, 1996).

Nos ultimos tempos, as proteinas E6 e E7 do papilomavirus humano foram foco de
muitos estudos para se obter um melhor entendimento do processo carcinogénico. Durante

este periodo, surgiram dois modelos de interacdo com proteinas supressoras de tumor,
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esquematizado na figura 4, onde E6 se liga & proteina p53 e E7 se liga & proteina pRb,
inativando e degradando tais supressores (Storey et al, 1988; Werness et al, 1990). Esta
descoberta ndo foi tdo surpreendente pelo fato de que outros virus oncogénicos também tém
essas mesmas proteinas como alvo (Zur hausen, 1998; Butel, 2000).

A proteina p53 tem como funcéo ativar genes de mecanismo de reparo do DNA ou
sinalizar para apoptose ap0s identificar danos no mesmo, provenientes de diferentes tipos de
stress, como a exposicdo a UV (Silva et al, 2003). Quando presente na célula, a proteina viral
E6 recruta a proteina celular EGAP (ubiquitina-ligase), para ubiquitinacdo e degradacéo de
p53 (Stubenrauch & Laimins, 1999). Sem a proteina p53 a célula perde a capacidade de
reparar possiveis danos no seu material genético e hd um aumento na freqiiéncia de rearranjos,
mutacdes e aneuploidias, que acumulados propiciam o desenvolvimento de uma neoplasia ou
cancer (Vousden, 1993).

As proteinas da familia pRb inibem a progresséo do ciclo celular pela interagdo com
o fator de transcricdo E2F, que ativa genes necessarios para a replicagdo, na fase S (Silva et
al, 2003). A proteina codificada pelo gene E7 se liga a pRb, fosforilando e, por consequiéncia,
inativando a pRb, promovendo a continuidade do ciclo celular e permitindo a replicagdo dos
genes virais (McCance, 2005).

Co-fatores, sejam ambientais ou genéticos, sdo necessérios para as lesdes induzidas
por papilomavirus progredirem para cancer. Brotos de samambaia tém sido identificados
como um dos principais cofatores ambientais na carcinogénese induzida por BPV em
bovinos. Os brotos de samambaia contém imunossupressores e um nimero consideravel de
mutégenos (Nasir & Campo, 2008).

A imunossupressdo induzida pela samambaia estd associada com duas alteracBes
hematologicas marcantes. A primeira delas é uma queda dramética nos leucdcitos

polimorficos nucleares. Se ndo checada, ela pode levar a uma imunossupressdo aguda grave
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com invasdo da corrente sangiinea por bactérias alimentares e a morte por septicemia. O
segundo efeito da alimentagdo com samambaia é uma queda crbnica nos linfdcitos
circulantes. Mesmo durante os periodos sem a presenca da samambaia, a contagem dos

linfocitos permanece muito baixa (Campo, 2006).

Alvos das oncoproteinas E6 e E7
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Figura 4. Esquema da acdo das oncoproteinas E6 e E7 em papilomavirus humano.

Casos de cancer do trato gastrointestinal superior e inferior sdo encontrados em uma
elevada freqliéncia em dareas onde gado pasta em terras infestadas de samambaia. Os
carcinomas do trato gastrointestinal superior provém de papilomas induzidos por BPV-4. A
contribuicdo dos fatores virais, imunoldgicos e quimicos na progressdo dos papilomas para
carcinomas foi estabelecida pela primeira vez no campo e depois, em condigdes
experimentais. Animais saudaveis infectados com BPV-4 rejeitaram seus papilomas causados
por uma resposta imune celular. Em contrapartida, em animais imunossuprimidos pela
ingestdo de samambaia, os papilomas espalham-se por todo o trato gastrointestinal superior,
ndo sofrem regressdo e progridem para cancer (Campo, 2006; Borzacchiello & Roperto,

2008).
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Além do céancer do trato gastrointestinal superior, o gado alimentado com
samambaia desenvolve hematiria enzodtica crbnica, cancer de bexiga e anomalias
cromossdmicas. O cancer de bexiga compreende dois tipos principais, carcinoma do urotélio e
hemangioendoteliomas dos capilares subjacentes. Muitas vezes os dois tipos de tumores
ocorrem juntos na mesma bexiga. O envolvimento de samambaia e BPV na carcinogénese da
bexiga tem sido reconhecido por longo periodo. BPV-1 ou -2 infecta o epitélio da bexiga
urinaria e estabelece uma infeccdo abortiva, sem producdo de virus. A imunossupressao
induzida pelos brotos de samambaia impede a rejei¢cdo do tumor e 0s agentes mutagénicos dos
brotos contribuem para a desestabilizacdo do genoma (Borzacchiello & Roperto, 2008; Nasir

& Campo, 2008).

2.5. Resposta Imune ao Papilomavirus

Os virus e seus hospedeiros estdo continuamente brigando um com outro. O virus
deve ser capaz de superar a resposta imune do hospedeiro para replicar-se e produzir sua
progénie infecciosa. No entanto, apesar da capacidade do virus de escapar da vigilancia
imune, eventualmente, o hospedeiro monta uma resposta imunoldgica eficaz e o virus e as

células infectadas pelo virus séo eliminados (Nasir & Campo, 2008).

A resposta imune de bovinos para BPV é surpreendentemente pobre (Campo, 1998).
Os animais podem carregar tumores massivos, ativamente produzindo virus em grandes
quantidades, mas os bovinos ndo respondem facilmente aos antigenos de BPV durante o curso

da infeccéo e anticorpos anti-BPV s&o raramente detectados.

O fracasso do sistema imunitario em reconhecer a presenca do virus ou de sua
progénie deve-se ao fato de que os papilomavirus possuem um ciclo de infecgéo restrito ao

epitélio e, portanto, ndo estdo em contato com o sistema imunolégico (O'Brien & Campo,
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2002). Essa interpretacéo € apoiada pelo fato de que animais de campo Ulceras e tumores tém
altos titulos de anticorpos naturais anti-BPV e uma boa resposta de anticorpos pode ser obtida
apos a inoculagdo intramuscular com virus purificado ou proteinas virais, confirmando que
apenas quando o papiloma estiver danificado, ou um limiar de natureza desconhecida é
alcancado através de imunizacdo, 0s antigenos virais entram em contato com as células

imunes (Campo, 1998).

A resposta imune pobre para o BPV parece ser uma das principais razfes da
persisténcia de infeccdo: mesmo em hospedeiros imunocompetentes, os papilomas persistem
por varios meses antes de ocorrer regressao. Recentemente, tem se tornado claro que, além da
imunoevasdo passiva devido ao ciclo de infeccdo viral ser confinado ao epitélio, os
papilomavirus tém desenvolvido vias ativas para esquivar-se do sistema imune do hospedeiro
(Campo, 2006). Entre elas, encontra-se a regulagdo do Complexo Maior de

Histocompatibilidade de Classe | (MHC I) por E5.

O MHC 1| é responsavel pela apresentagdo de peptideos antigénicos a células T-
efetoras, e desempenha um papel critico na vigilancia imune. O complexo consiste de cadeia
pesada (HC ou Heavy Chain), 32-microglobulina e peptideo, e é transportado a partir do
reticulo endoplasmaético atraves do aparelho de Golgi para a membrana plasmética (Ashrafi et

al., 2002).

Uma recente descoberta da funcdo da proteina E5 de BPV é a repressdo do MHC |
(Ashrafi et al., 2002; Marchetti et al., 2002; Araibi et al., 2006). A regulagdo do MHC | por
E5 de BPV ocorre em varios niveis: a transcricdo do gene da cadeia pesada HC do MHC | €
reduzida, o peptideo da HC do MHC | é degradado e o complexo MHC 1 é sequestrado nas
cisternas do Golgi e é irreversivelmente impedido de chegar a superficie celular (Marchetti et
al., 2002; Araibi et al., 2006). A retengdo do MHC I na cisterna do Golgi é o resultado de pelo

menos dois eventos. Em primeiro lugar, a alcalinizagdo induzida por E5 do aparelho de Golgi
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e, em segundo lugar, por uma interacéo fisica direta entre E5 e HC do MHC | (Araibi et al.,

2006).

Fortes evidéncias indicam que o processo de regressdo dos papilomas seja mediado
por uma resposta imune celular, enquanto que a protecdo contra a infeccdo seja devida a
anticorpos neutralizantes (Campo, 1997b). Embora a grande maioria das lesdes eventualmente
regrida, a resposta imune do hospedeiro frente aos antigenos virais € surpreendentemente
pobre, com pouca ou nenhuma resposta humoral ou celular detectada. Alguma resposta imune
pode ser normalmente detectada somente nos estgios tardios da infecgdo ou quando as lesbes

progridem para processos malignos (Konya & Dillner, 2001).

A falha do sistema imune em reconhecer os virions pode ser explicada pelo fato de
que o ciclo de infeccdo dos PV é ndo-litico e, portanto ndo provoca nenhum sinal pro-
inflamat6rio que ative células dendriticas (DC) e induza sua migracdo para o local da
infeccdo. A natureza ndo-litica da infeccéo por papilomavirus limita a producédo de antigenos

que séo processados e apresentados ao sistema imune adaptativo (Kanodia et al., 2007).

Apesar do capsideo viral estar inacessivel as células do sistema imune, as células
infectadas nas camadas internas do epitélio, que estdo expressando as proteinas virais
precoces (E5, E6 e E7), poderiam estar sujeitas a vigilancia das células efetoras antivirais,
incluindo linfécitos T citotoxicos (Nicholls & Stanley, 2000). Embora estas proteinas virais
sejam imunogénicas quando administradas como vacinas (Tindle, 1996), os antigenos virais
ndo sdo eficientemente apresentados ao sistema imune, nem eles devem ser expressos em
niveis detectaveis para o sistema imune durante a infeccdo natural. 1sso acarretard uma
ativacéo ineficiente das células T, resultando em uma ignorancia imunoldgica e/ou tolerancia

as células infectadas (O’Brien & Campo, 2002).
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2.6. Estratégias de Imunizacao

Vérios estudos testaram a eficicia de vacinas contra infec¢des por PV baseados nos
produtos dos genes estruturais e ndo-estruturais do virus (Hu et al., 2002). As vacinas
terapéuticas sdo baseadas na inducdo de imunidade celular contra células expressando
antigenos virais, visando a regressao das lesdes. As proteinas ndo-estruturais, principalmente
E6 e E7, sdo os alvos dessas vacinas, uma vez que sdo muito expressas em células de tumores

associados a papilomaviroses (Han et al., 1999 ; Miinger et al., 2001).

As vacinas profilaticas sdo baseadas na inducdo de anticorpos neutralizantes capazes
de prevenir novas infecgBes. Para isso, os antigenos utilizados baseiam-se nas proteinas
estruturais do capsideo viral L1 e L2 (Nicholls & Stanley, 2000; Campo, 2002). Vacinagao
intramuscular de bezerros com virions purificados de BPV 2, 4 e 6 conferiu protecdo dos
animais frente a um desafio subsequente por infecgdo dos virus (Jarrett et al., 1990). Embora
L2 apresente alguns epitopos capazes de induzir producdo de anticorpos neutralizantes, a
grande maioria destes sdo produzidos por VVLPs (virus-like particles ou particulas semelhantes

ao virus) formadas por apenas L1 ou L1/L2 (Schiller & Lowy, 2001).

Anticorpos neutralizantes contra papilomavirus sdo altamente tipo-especificos
(Roden et al., 1996). A neutralizacéo do capsideo viral pode ocorrer de dois modos distintos:
alguns anticorpos bloqueiam a ligacdo a célula, provavelmente por interferéncia estérea com o
sitio do receptor; outros anticorpos inibem provavelmente a decapsidacdo e,
consequentemente, a liberagdo do DNA viral no nucleo (Roden et al., 1994; Booy et al.,

1998).
2.6.1. Virus-Like Particles (VLPs)

As VLPs sdo estruturas protéicas com morfologia similar aos virions intactos, e sdo

obtidas a partir da expressdo de proteinas do capsideo viral, que espontaneamente levam a

23



Jesus, A.L.S. Producéo da proteina L1 do Papilomavirus bovino tipo 1 em Pichia pastoris

montagem de estruturas similares aos virus auténticos (Zhou et al., 1991; Kirnbauer et al.,

1992).

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).

A proteina L1 do papilomavirus (54-58 kDa) comp®&e 90% da estrutura capsidial e se
organiza na forma de pentdmeros que estdo associados a proteina L2, com peso molecular
aparente de 68-76 kDa (da Silva et al., 2001). O capsideo contém 360 cdpias da proteina L1 e
provavelmente 12 copias da proteina L2, organizados em 72 capsdmeros icosaédricos (Modis

et al, 2002). A figura 5 ilustra a estrutura do capsideo viral.

Quando expressa em sistemas eucarioticos e em alguns sistemas procarioticos, L1
possui uma propriedade intrinseca de auto-montar em uma estrutura semelhante ao capsideo

viral (VLPs) (Kirnbauer et al, 1992; Aires et al, 2006).

Proteina L2

-‘ 1)
0]\ Pentamero da proteina L1

DNA dupla fita associado a histonas

Figura 5. llustracdo da estrutura do capsideo viral. A proteina L2 ligada ao DNA viral e atravessando
0 capsideo; os mondmeros da proteina L1 organizados em pentameros formando o capsideo; o DNA
dupla fita circular condensado por histonas (Trus, et al. 1997).
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As VLPs podem ser obtidas pela superexpressao da proteina L1 sozinha, ou em co-
expressao da proteina L2 (Kirnbauer, 1996). Sdo indistinguiveis dos virions nativos e
preservam 0s epitopos conformacionais necessarios a inducao de anticorpos neutralizantes
sendo capazes de promover resposta celular (Dupuy et al., 1999; Palker et al., 2001). Por ndo
conterem 0 genoma viral, estas VLPs ndo sdo infecciosas ou oncogénicas e representam,
portanto, uma excelente estratégia para o desenvolvimento de vacinas profilaticas contra os

papilomavirus (da Silva et al., 2001). A figura 6 ilustra a estrutura de uma VLP.

A eficiéncia das VLPs na indugdo da resposta imune e prevencdo da infeccdo por
papilomavirus foi primeiramente testada em caes (Suzich et al, 1995), coelhos (Breitburd et

al, 1995) e bovinos (Kirnbauer et al, 1996).

(A) Modelo do
capsideo
viral

Pentamero de L1

us-like particles
BN/ 3

2 E
«100nm

Figura 6. llustracdo da estrutura de uma apéidéo do pilomavirus; (B)
Particulas virais; (C) L1 virus-like particles (VLP) [Adaptado de Chen et al., 2000a].

Recentemente, foram aprovadas pela FDA (Food and Drug administration) duas

novas vacinas profilaticas contra o papilomavirus humano. Uma € produzida pela Merck,
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chamada Gardasil® que inclui os quatro tipos de HPVs mais prevalentes no mundo (HPV-16,
18, 6 e 11) e engloba a imunizagdo de mulheres com idade entre 9-26 anos (Barr & Tamms,
2007). A segunda vacina, produzida pela GlaxoSmithKline, denominada Cervarix®, engloba

VLPs de apenas dois tipos oncogénicos (16 e 18) do HPV (Roden & Wu, 2006).

2.7. Sistemas Heterologos de Expressédo

Durante as ultimas décadas, cientistas vém aprendendo cada vez mais como
manipular o material genético de diferentes organismos, realocando-o numa variedade de
outros organismos, denominados recombinantes. O principal uso de tais organismos
recombinantes é a producdo de proteinas. Tendo em vista que muitas proteinas possuem um
imenso valor comercial, numerosos estudos tém focado em novas maneiras de produzir

proteinas funcionais, em grandes quantidades e a baixo custo (Macauley-Patrick et al., 2005).

Um sistema ideal de expressdo de genes heter6logos deve levar em consideragao as
caracteristicas e as futuras aplicagdes dos compostos expressos a partir do gene de interesse.
Esses critérios sdo ditados predominantemente tanto por questes econdmicas, quando estiver
tratando de producéo de enzimas de interesse industrial, como por questes de bioseguranca,

se considerar a producao de farmacos (Strasser & Gellissen, 1998).

Dentre os sistemas de expressdo procariotos, a bactéria Escherichia coli é o
organismo mais utilizado e extensivamente estudado como produtora de proteinas heter6logas
(Liljeqvist & Stahl, 1999). Tal sistema apresenta vantagem econdmica por crescer em meios
simples e baratos e pode atingir bons niveis de producdo. Entretanto, existem muitas
dificuldades associadas & produgdo de proteinas a partir de genes exdgenos clonados nesta

bactéria (Morton & Potter, 2000).
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A producdo de proteinas eucarioticas, que requerem modificacGes pos-traducionais,
em um sistema procaridtico tem sido problematica porque esse simples microrganismo nao
possui a maquinaria intracelular necesséria para tal finalidade. Proteinas recombinantes
produzidas com sucesso em E. coli estdo muito dependentes das caracteristicas primarias,
secundarias, terciarias e funcionais da proteina de interesse. Como E. coli é um procarioto, a
inabilidade de processar corretamente as proteinas heterdlogas e realizar outras modificacdes
pos-traducionais, tais como glicosilagdes e fosforilagbes, limita os tipos de proteinas que

podem ser expressas nesse sistema (Daly & Hearn, 2005).

Outra alternativa para sistemas de expressao é a utilizacdo de células de insetos, pois
sdo relativamente faceis de manter, além de promoverem muitos dos processamentos pos-
traducionais observados em células de mamiferos. O nivel de producdo obtido pode ser
satisfatdrio, porém a manipulacéo e manutengéo sdo mais complexas se comparadas as células
de levedura e bactéria, que também sdo sistemas de cultivo mais baratos (Montor & Sogayar,

2003).

Nos sistemas de expressdo baseados em células de mamiferos, as proteinas sdo
processadas corretamente e sdo indistinguiveis das versdes ndo-recombinantes, no entanto,
apresentam algumas desvantagens: crescimento em meios caros, baixo nivel de expresséo e

processo de purificagdo complexo (Shuler & Kargi, 2001).

\

Comparada & expressdo em E. coli, a producdo de proteinas heterdlogas em
leveduras permite um processamento mais similar ao encontrado em células animais, pois o
ambiente intracelular da levedura é mais adequado para ocorréncia de vérias reagbes que
normalmente acontecem em células de mamiferos. Porém, algumas modificacbes pos-
traducionais realizadas em células animais ndo ocorrem nesses organismos, o que pode alterar
a estrutura funcional da proteina. A expressdo heter6loga em leveduras é bem caracterizada e

ha vérias técnicas de manipulacdo génica disponiveis, além de possuir a melhor relagdo
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custo/beneficio em eucariotos. E um sistema ideal para producio em larga escala de proteinas.
As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris sdo amplamente utilizadas como

sistema de expressao heter6loga (Gellissen, 2000).

2.8. Pichia pastoris

Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica, ou seja, pode crescer em metanol
como Unica fonte de carbono. E um ascomiceto homotalico, que normalmente encontra-se
hapléide no estado vegetativo e multiplica-se por brotamento multilateral, e pode ser
manipulada por métodos genéticos classicos (Cereghino & Cregg, 2000; Gellissen et al.,

2005).

A habilidade de certas espécies de levedura de utilizarem metanol como Unica fonte
de carbono e energia foi descoberta ha aproximadamente 40 anos (Ogata, 1969). Devido ao
fato de que o metanol pode ser sintetizado a partir do g&s natural metano, de forma
relativamente barata, rapidamente as leveduras metilotrficas despertaram o interesse como
fonte de proteina celular para ser utilizada primariamente como alimentago animal altamente
protéica. Foi por este motivo que, no ano de 1970, a Phillips Petroleum Company
desenvolveu meios e métodos para cultivo desta levedura, no intuito de transforma-la numa
fonte de alimento animal, como Single cell protein - SCP (Wegner, 1990).

Apb6s a crise do Oleo, no mesmo periodo, 0 custo do metano aumentou
dramaticamente, tornando inviavel a producéo de SCP por P. pastoris. Em 1980, a companhia
de petréleo, junto ao Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc. (SIBIA, La Jolla,
CA, USA) decidiu transformar a levedura em um sistema de producdo de proteinas
recombinantes. No ano de 1993, a patente foi passada para a RCT (Research Corporation

Technology- Tucson, AZ), e a Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA) foi licenciada
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para vender o sistema de expressdo na forma de kit (Cereghino & Cregg, 2000; Macauley-
Patrick et al, 2005).

P. pastoris é uma das aproximadamente 30 espécies de levedura representadas em 2
géneros diferentes (Pichia e Candida) capazes de metabolizar metanol (Kurtzman & Robnett,
1998). A via metabdlica do metanol parece ser a mesma em todas as leveduras e envolve um
Unico conjunto de vias enzimaticas. O primeiro passo no metabolismo do metanol é a
oxidacdo do metanol a formaldeido, gerando perdxido de hidrogénio, pela acdo da enzima
alcool oxidase (AOX). Para evitar a toxicidade causada pelo perdxido de hidrogénio, esse
primeiro passo ocorre dentro de uma organela celular especializada, chamada peroxissomo,
que sequiestra o produto toxico degradando-o em oxigénio e agua (Cregg et al., 2000).

Uma porcéo do formaldeido, gerado pela AOX, deixa o peroxissomo e é oxidada a
formato e didxido de carbono por duas desidrogenases citoplasmaticas, reagdes que séo fonte
de energia para o crescimento celular em metanol. O formaldeido que permanece no
peroxissomo é utilizado como precursor de constituintes celulares. A AOX tem uma baixa
afinidade por O,, 0 que é compensado pela produgdo de grandes quantidades da enzima,
chegando a mais de 30% das proteinas solUveis totais nas células cultivadas em metanol
(Cereghino & Cregg, 2000; Gellissen et al., 2005).

Existem dois genes que codificam a &lcool oxidase em P. pastoris, AOX1 e AOX2,
porém o AOX1 é responsavel pela maioria da atividade da enzima &lcool oxidase na célula. A
expressdo do gene AOX1 é fortemente regulada e induzida por metanol a altissimos niveis. O
controle da expressdo é dado em nivel transcricional (Cregg, 1989). No crescimento em
metanol, cerca de 5% do RNA mensageiro € do AOX1. O promotor do gene AOX1 &
fortemente reprimido em células cultivadas com glicose e outras fontes de carbono, mas é
induzido mais de 1000 vezes quando séo transferidas para meios contendo metanol como

Unica fonte de carbono (Cereghino, 2002).
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A regulacdo do gene AOX1 parece envolver dois mecanismos: um de
repressdo/desrepressao e um mecanismo de inducéo, similar a regulagdo do gene GAL1 em S.
cerevisiae. A auséncia de uma fonte de carbono repressora, tal como glicose no meio, ndo
resulta em substancial transcricdo do AOX1. A presenca do metanol é essencial para induzir
altos niveis de transcri¢do (Cregg et al., 2000).

A capacidade de indugédo do promotor AOX1 pelo metanol pode, portanto, ser usada
para direcionar a expressdo de proteinas recombinantes em altos niveis até mesmo com a
integracdo de uma Unica copia do cassete de expressdo (Daly & Hearn, 2005). As vantagens e

desvantagens em usar o promotor AOX1 estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens do uso de sistemas com o promotor AOX.

Vantagens

Desvantagens
fortemente regulada e controlada por processo é geralmente dificil

mecanismos de repressdo/desrepressao
Altos niveis da proteina de interesse podem Metanol € inflamavel; portanto, estoque de

ser expressos, mesmo que elas sejam grandes quantidades requeridas pelo
téxicas para a célula processo € indesejavel

A repressio da transcricdo pela fonte de Metanol é derivado de fontes petroquimicas,
carbono inicial assegura que bom que pode ser inadequado para utilizagao na
crescimento celular é obtido antes do producéo de determinados produtos
produto génico ser superexpressado alimentares e aditivos

Duas fontes de carbono sao necessarias,
com uma mudanca de uma para outra num
momento preciso

Inducéo da transcricéo é facilmente obtida
pela adicdo de metanol

Fonte: Macauley-Patrick et al., 2005

Além do promotor AOX1 existem outros alternativos que podem ser mais indicados
para expressao de certos tipos de proteinas, sdo eles: GAP, FLD1, PEX8, YPT1 e PGK1.
Sistemas que utilizam vetores com o promotor GAP (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
necessitam de glicose como fonte de carbono e sdo amplamente utilizados apresentando

niveis de expressdo semelhantes ou até maiores daqueles observados com o promotor AOX1
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(Vassileva et al., 2001), porém, por ser constitutivo, ele s6 é apropriado para proteinas
recombinantes que ndo sejam toxicas as células.

O promotor FLD1 é originado do gene que codifica a enzima formaldeido
desidrogenase que participa do metabolismo do metanol. Ele pode ser induzido por metanol,
metilamina ou ambos, 0 que resulta em um alto nivel de producéo (Resina et al., 2004).

O promotor PGK1 tem origem no gene da enzima 3-fosfoglicerato quinase. Essa
enzima participa tanto da via glicolitica (representando cerca de 30-60% do total de proteinas
soluveis) como da via gliconeogénica. Por isso, devido aos altos niveis de expressdo do gene
PGK1, esse promotor tem sido isolado e usado na construgdo de vetores de expressdo em
véarias leveduras e fungos filamentosos. Tal promotor tem mostrado altos niveis de expressao
quando as células séo crescidas em glicose quando comparadas com crescimentos em glicerol
e metanol (Almeida et al., 2005).

J& os promotores YPT1, induzido por manitol (Sears et al., 1998) e construido a
partir do gene da GTPase, e 0 PEX8, proteina da matriz peroxisomal (Liu et al., 1995), néo
sdo muito utilizados, provavelmente pelos baixos niveis de expressdo obtidos (Cregg et al.,
2000).

Existem linhagens de Pichia que tém o seu gendtipo modificado para atender
diferentes aplicagfes. Exemplos disto sdo as linhagens GS115 e KM71 que apresentam o0 gene
da histidina desidrogenase (his4) inativo, funcionando assim, como uma marca de sele¢éo
para os transformantes (Daly & Hearn, 2004). Os fenotipos associados ao metabolismo do
metanol variam em relagdo ao consumo lento ou normal da fonte de carbono, que depende da
interrupgdo ou ndo do gene AOX1, respectivamente. Linhagens que apresentam o gene AOX1
intacto (responsavel por 85% da utilizagdo do metanol) tém fenétipo Mut™ (Methanol
utilization plus) com taxa de crescimento no metanol igual ao tipo selvagem. A levedura que

tem o fendtipo Mut® (Methanol utilization slow) cresce e usa 0 metanol de maneira mais lenta
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por apresentar o gene AOX1 interrompido e assim, utilizar o0 AOX2 que tem uma atividade
menor no metabolismo metandlico (Inan & Meagher, 2001; Macauley-Patrick et al., 2005).

A expressdo de qualquer gene de interesse em P. pastoris compreende trés passos
principais: (a) a insercdo do gene em um vetor de expressdo; (b) introdugdo do vetor de
expressao na levedura P. pastoris; e (c) avaliagdo do potencial dos clones recombinantes para
a expressdo do gene de interesse (Macauley-Patrick et al., 2005).

As técnicas requeridas para manipulacdo genética de P. pastoris sdo similares as
descritas para S. cerevisiae. Transformacdo por eletroporacdo, métodos de geracdo de
esferoplastos ou métodos de célula intacta, tais como os que envolvem cloreto de litio e PEG
(polietilenoglicol) podem ser utilizados sem maiores problemas. Como em S. cerevisiae, P.
pastoris exibe uma tendéncia para recombina¢fes homdlogas entre seu genoma e DNAs
artificialmente introduzidos. A clivagem de um vetor dentro de uma sequiéncia compartilhada
pelo genoma de P. pastoris estimula eventos de recombinacdo homaéloga, ocorrendo eficiente
integracdo por insercdo do vetor no locus génico alvo. Substituicdo génica ocorre em uma
freqiiéncia menor do que a observada em S. cerevisiae e requer seqiiéncias flanqueadoras
longas para uma eficiente integracéo deste tipo (Cregg & Russell, 1998).

Os vetores de expressdo génica para uso com a levedura P. pastoris estdo bem
estabelecidos e tém sido utilizados com sucesso para produgdo de diferentes tipos de proteinas
heterélogas (Higgins, 1995). A maioria dos vetores possuem um cassete de expressao
composto pela sequéncia promotora do gene AOX1 (AOX1 5’), um ou mais sitios de
clonagem para inser¢do do gene heter6logo, uma seqliéncia de término da transcricdo do gene
AOX1, seqliéncias para integracdo no genoma e para secrecdo (Daly & Hearn, 2004). Além
disso, os vetores devem conter também marcas de selegdo. As marcas existentes sdo limitadas

aos genes da via biossintética HIS4 de P. pastoris e S. cerevisiae, e ARG4 de S. cerevisiae, € 0

32



Jesus, A.L.S. Producéo da proteina L1 do Papilomavirus bovino tipo 1 em Pichia pastoris

gene Sh ble do Streptoalloteichus hindustanus o qual confere resisténcia a droga Zeocina®,
relacionada & bleomicina (Higgins et al., 1998).

Outra propriedade dos muitos vetores de expressdo € a presenca de uma seqliéncia
sinal, que é alvo na via de secrecdo, fusionada a proteina recombinante. A seqliéncia do
peptideo pré-pro do fator-a (sinal de secregdo de S. cerevisiae) tem sido usada com sucesso
em P. pastoris. A principal vantagem da secrecdo das proteinas heter6logas em P. pastoris é
que naturalmente a levedura secreta niveis muito baixos de proteinas nativas (Cereghino &
Cregg, 2000).

A transformagdo em P. pastoris ocorre pela integracdo do cassete de expressao em
locus especifico e origina transformantes geneticamente estaveis. Para que isso ocorra o
cassete de expressao/vetor deve ser digerido em Unico sitio, que pode ser uma marca génica
(ex., HIS4) ou o promotor AOX1. A integragdo no genoma ocorre via recombinagdo homologa
quando o cassete de expressdo/vetor contém regides homologas ao genoma da P. pastoris, e a
integracdo pode ser via inser¢do ou substituicdo génica (Romanos, 1995; Sreekrishna et al.,
1997).

A integracdo por insercdo ocorre em alta frequéncia (50-80%) por eventos de
crossover unico nos loci HIS4 ou AOX1 (Cereghino & Cregg, 2000), e também pode resultar

em integracfes maltiplas em tandem devido a eventos de recombinacéo repetidos numa taxa

de 1-10% dos transformantes (Daly & Hearn, 2005). A transformacgéo de linhagens Mut com
vetores linearizados na regido 5 AOX1 (Pon1) promovem a insercdo por Unico crossover na

+

regido homologa do locus AOX1, gerando transformantes Mut , j& que o gene AOX1 ndo €

S S
interrompido. A transformac&o de linhagens Mut originam apenas transformantes Mut (Daly
& Hearn, 2005).

Eventos de integragdo por substituicdo génica ocorrem por duplo crossover no locus

génico alvo, dando origem a transformantes de copia Unica que sdo geralmente mais estaveis.
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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 transformac&o resulta
na delecdo sitio-especifica do gene AOX1, numa frequéncia de 5-25% dos transformantes
(Daly & Hearn, 2005; Macauley-Patrick et al., 2005).

Muitas vezes, é desejavel selecionar transformantes que possuam Vvérias copias do
cassete de integracdo, haja vista que tais clones potencialmente expressam niveis
significativamente maiores da proteina recombinante. Multiplos eventos de integracdo sdo
relativamente raros, ocorrendo a uma taxa de 1-10% (Chen et al., 2000b). O nimero de copias
integradas do cassete de expressdo pode afetar a quantidade de proteina expressa. Por
exemplo, o aumento do nimero de integragdes do cassete de expressdo de 1 para 14 para o
fragmento C da toxina tetdnica aumentou em 6 vezes os niveis de expressdo (Clare et al.,
1991). Do mesmo modo, 20 copias integradas do fator de necrose tumoral (TNF-a) resultaram
em um aumento de 200 vezes nos niveis da proteina (Sreekrishna et al., 1989).

Uma maneira sensivel de detectar maltiplos eventos de integracdo é a utilizacéo de
vetores seletivos que contém o gene Sh ble, que confere resisténcia a zeocina. Resisténcia a
elevadas concentragdes de zeocina permite que clones com mdltiplas integraces possam ser
selecionados, pois o produto do gene Sb ble liga-se e, por conseqiiéncia, inativa a zeocina de
forma dose-dependente (Vassileva et al., 2001).

O sistema de expressdo baseado nas células de P. pastoris apresenta caracteristicas
peculiares que exercem muitas vantagens sobre outros sistemas. Contudo, a maior vantagem
de P. pastoris sobre sistemas de expressdo em bactérias é o potencial para fazer muitas
modificagbes pos-traducionais tipicamente associadas a eucariotos superiores, como
processamento de seqiiéncias sinais, conformacédo, formagéo de pontes dissulfeto, certos tipos
de adigéo de lipidios, e glicosilacdes, modificagBes necessarias para atividade biol6gica das

proteinas (Macauley-Patrick et al., 2005). Além disso, esta levedura tem um padrdo de
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glicosilagdo similar ao das células animais e ndo promove hiperglicosilagdo como a S.
cerevisiae (Cereghino et al, 2002; Torres & Moraes, 2002).

Ha dois tipos de glicosilacdo: a nitrogénio-glicosilacdo, que ocorre no nitrogénio da
amina de cadeias laterais de asparagina e a oxigénio-glicosilagédo, que ocorre no oxigénio da
hidroxila de serina e treonina. Em mamiferos, oxigénio-glicosilacdo sdo compostas de uma
variedade de agucares, incluindo N-acetilgalactosamina, galactose e acido sialico. Entretanto,
eucariotos inferiores, tais como P. Pastoris, fazem oxigénio-glicosilagdo apenas com residuos
de manose (Gellissen, 2000).

As nitrogénio-glicosilagbes em eucariotos ocorrem com a transferéncia de uma
unidade oligossacaridica ligada a um lipidio para uma asparagina no sitio de reconhecimento
Asn-X-Ser/Thr. Tanto P. pastoris como S. cerevisiae tém a maioria das nitrogénio-
glicosilagbes do tipo high manose. No entanto, P. pastoris apresenta vantagens na
glicosilacdo de proteinas secretadas porque ndo faz hiperglicosilaces. O tamanho das cadeias
de oligossacarideos adicionadas pela P. pastoris (em média 8-14 residuos de manose) é muito
menor do que as de S. cerevisiae (50-150 residuos de manose). Além disso, oligossacarideos
de P. pastoris ndo apresentam glicosilagdes nas posi¢des a-1,3. Essas ligagdes tornam muitas
proteinas recombinantes produzidas em leveduras invidveis para uso farmacéutico, uma vez
que séo hiper-antigénicas (Cereghino & Cregg, 2000; Daly & Hearn, 2005).

A fermentacdo com Pichia pode ser feita facilmente em larga escala para atender a
demandas maiores, e 0s parametros que influenciam a produc&o e atividade da proteina, como
pH, aeracdo e quantidade de carbono podem ser bem controlados (Higgins & Cregg, 1998).
Além disso, esta levedura ndo é uma forte fermentadora, como S. cerevisiae e
conseqlientemente ndo atinge com rapidez niveis de etanol e acido acético toxicos para as

células (Cereghino et al, 2002).
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Durante os Gltimos anos, o numero de publicacbes cientificas detalhando o uso de
Pichia pastoris tem crescido rapidamente. 1sso acarretou em uma significativa demanda desse
sistema para a producdo industrial de proteinas heterélogas, substituindo os métodos mais
convencionais, como por exemplo, a producdo em E. coli e S. cerevisiae (Macauley-Patrick et
al. 2005). O sistema de expressdo em P. pastoris tem sido amplamente utilizado para
producdo de uma variedade de proteinas heter6logas de diversos organismos, entre eles virus,
bactérias, fungos, protistas, plantas e animais, incluindo o homem. Entre essas proteinas
destacam-se as usadas para producdo de subunidades vacinais contra viroses, tais como
antigeno de superficie do virus da hepatite B (Cregg et al.,1987), a proteina estrutural do virus

dengue (Sugrue et al., 1997) e a glicoproteina D do herpes virus bovino (Zhu et al., 1997).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o uso do sistema de expressdo heterdloga baseado em células da levedura

Pichia pastoris para a producéo da proteina L1 do capsideo do papilomavirus bovino tipo 1.

4.2. Objetivos Especificos
1. Construir o vetor de expressdo pPICZL1B1;
2. Transformar células da levedura P. pastoris com a construcdo pPICZL1B1;
3. Selecionar e analisar os clones recombinantes de levedura;

4. Auvaliar a producdo da proteina L1 de BPV 1.
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Resumo

Os papilomavirus constituem um grupo de pequenos virus de DNA de dupla fita
caracterizados por induzirem a formacdo de lesdes que sdo em geral benignas, podendo
regredir naturalmente ou se transformar em tumores malignos. Dentre eles se encontra o
papilomavirus bovino (BPV). No momento ndo ha tratamento com eficacia comprovada. A
protecdo contra infeccdo é conferida por anticorpos neutralizantes direcionados proteina
estrutural L1. Estes anticorpos podem ser eficientemente induzidos por imunizagdo com
virus-like particles (VLP), que se formam espontaneamente apds a expressdo de L1 em
vetores recombinantes. A levedura metilotréfica Pichia pastoris emergiu como um sistema de
expressdo heterdlogo, eficiente e de baixo custo para a producéo de proteinas. Neste trabalho
foi avaliada a producdo da proteina L1 de BPV-1 por células de P. pastoris. O gene L1 foi
amplificado e clonado no vetor de expressdo pPICZA, sob o controle do promotor induzivel
AOX1. As células de P. pastoris foram transformadas com pPICZAL1B1 e os recombinantes
de P. pastoris obtidos foram analisados para expressédo do gene L1 por RT-PCR e Dot blot.
Os transformantes analisados mostraram transcricdo do gene e consequente producéo da

proteina L1 de BPV 1.

Introducéo

Papilomavirus é um grupo muito heterogéneo de virus, e diferentes tipos séo
associados com lesdes epiteliais especificas. S&o pequenos virus com capsideo icosaédrico,
ndo-envelopado, com 52-55 nm de didmetro, possuindo DNA de fita dupla circular, com
cerca de 8 Kb onde a informagdo genética esta distribuida em pelo menos oito ORFs (Open
Reading Frame). Os genes de expressdo precoce (E, do inglés Early) codificam proteinas

envolvidas na replicacdo do DNA, na transcrigdo e no processo de transformacdo celular. Os
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genes de expressdo tardia (L, do inglés Late) codificam as proteinas L1 e L2 que formam o
capsideo viral (zur Hausen, 2002; de Villiers et al., 2004).

O papilomavirus bovino (BPV) é o agente etioldgico do cancer do trato digestorio
superior, do céancer de bexiga urindria (relacionado a hematlria enzootica) e pela
papilomatose cutanea. Até o momento dez tipos de BPVs foram identificados, estando estes
relacionados com fibropapilomas cuténeos, papilomas escamosos da pele e esdfago e
carcinomas (Borzacchiello and Roperto, 2008).

A papilomatose bovina é uma doenga importante economicamente por causar
desvalorizagdo dos animais a serem comercializados, piorando a aparéncia e causando
depreciagdo do couro dos animais afetados (Mello and Leite, 2003). Infec¢bes bacterianas
secundérias podem resultar em perda de condi¢do corporal. Interferéncias na lactacdo e no
coito também sdo relatadas, devido & obstrucéo fisica. A mastite devido a infecgdo ascendente
e 0 trauma de papilomas multiplos na base da teta foram relatados como possiveis causas de
perda produtiva nos animais. Além da papilomatose, o gado pode apresentar processos
neopléasicos derivados da malignizacéo de papilomas pré-existentes, devido a agdo sinérgica
de co-fatores ambientais, que também debilitam os animais e podem evoluir para ébito
(Campo, 2002; Leal et al., 2003).

Os bovinos apresentam uma resposta imune pobre contra os BPVs, o que contribui
para persisténcia da infeccdo, até mesmo em animais imunocompetentes. A dificuldade de o
sistema imune reconhecer o virus é devida ao fato do seu ciclo de infecgdo ser restrito ao
epitélio e ndo existir contato com o sistema imune do hospedeiro (O’Brien and Campo, 2002).
No entanto, uma resposta imune imediata e prolongada pode ser provocada quando bovinos
sdo imunizados com proteinas do BPV (Campo, 2006).

Os papilomavirus ndo podem ser cultivados em laboratério como fonte para

producdo de antigenos usados para testes soroldgicos e para o desenvolvimento de vacinas
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convencionais de virus mortos (Da Silva et al., 2001). Portanto, as vacinas contra
papilomavirus atualmente em desenvolvimento empregam tecnologia da engenharia genética.
A proteina L1, a principal proteina do capsideo de papilomavirus, quando produzida em
células eucarioticas, € capaz de se organizar como VIPs (virus-like particles), estruturas
capazes de preservar caracteristicas estruturais e imunogénicos como um virus intacto (Zhou
et al., 1993; Kirnbauer et al., 1996). Elas apresentam os epitopos conformacionais necessarios
para inducdo de altos titulos de anticorpos neutralizantes e ndo sdo infecciosas ou
oncogeénicas, pois ndo possuem o genoma viral, 0 que as tornam atraentes candidatas para o
desenvolvimento de vacinas profilaticas (Stanley, 2005).

Como um sistema de expresséo, as leveduras oferecem algumas vantagens distintas
sobre outros sistemas de expressédo, tanto em termos de capacidade de produgdo em alta escala
e produtividade, bem como a seguranca comprovada de proteinas recombinantes produzidas
em leveduras para aplicagbes farmacéuticas (Morton and Potter, 2000). A expressdo das
proteinas do capsideo dos papilomavirus tem sido relatada em diversos sistemas de expresséo
heter6loga como bactérias, células de inseto, mamifero e leveduras (Ghim et al., 1996;
Kirnbauer et al., 1996; Barr and Tamms, 2007).

A levedura metilotrofica Pichia pastoris apresenta caracteristicas peculiares que
exercem muitas vantagens sobre outros sistemas (Cereghino and Cregg, 2000; Macauley-
Patrick et al., 2005), tais como a simplicidade das técnicas necessarias para sua manipulacdo
genética, a capacidade de P. pastoris para a produzir proteinas heter6logas em altos niveis
(forte promotor do gene da &lcool oxidase, AOX, que é fortemente regulada e induzida por
metanol), a capacidade de realizar muitas modificagdes pos-traducionais tipicamente
associadas a eucariotos superiores, e a disponibilidade comercial desse sistema de expresséo
(Liu et al., 2004). Além disso, esta levedura, ao contrario de Saccharomyces cerevisiae, é

capaz de expressar glicoproteinas que ndo sdo hiperglicosiladas, que € uma caracteristica
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indesejavel que limitam as potenciais aplicacBes farmacéuticas de proteinas recombinantes
(Cereghino and Cregg, 2000).

Este trabalho teve como objetivo a expressdo do gene L1 de BPV 1 em células da
levedura P. pastoris como base para o desenvolvimento de uma estratégia vacinal contra a

infeccéo por BPV.

Materiais e Métodos

Linhagens e Plasmideos

A linhagem de Pichia pastoris usada nesse estudo para a expressdo da proteina L1
de BPV 1 foi a X-33 (gendtipo selvagem e fendtipo - Mut® e His"), adquirida da Invitrogen
(Carlsbad, CA,USA).

O plasmideo pAT153 contendo o genoma completo de BPV 1 foi usado para obter o
gene L1 de BPV 1. O vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA) foi utilizado para
clonagem de produtos de PCR. O vetor pPICZA (Invitrogen), contendo o promotor AOX1, a
regido de terminagdo de transcricgdo AOX1TT e o gene Sh ble, que da resisténcia ao
antimicrobiano Zeocina foi usado para a expresséo da proteina L1 em P. pastoris.

Todos os passos de clonagem foram realizados utilizando Escherichia coli Top 10
(Invitrogen).

Geracéo do Vetor de Expressao

O gene L1 foi amplificado por PCR a partir do genoma viral completo de BPV-1
clonado em pAT153, usando a DNA polimerase Platinum High Fidelity (Invitrogen). Primers
especificos foram construidos com base nas seqiéncias depositadas no Gene Bank
(NC_001522). O primer forward L1B1 5’- GAATTCAWAATGTCTTTGTGGCAACA -3’, 0

sitio de EcoRI esta sublinhado e a seqiiéncia consenso Kozak para levedura esta em italico). O

primer reverse L1B1 5°- CTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTGCAGGC -3, possui um sitio de
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restricdo para Xhol (sublinhado). O cédon de terminagdo do gene L1 foi removido no intuito
de manter a matriz de leitura com a cauda de poli-histidina do vetor pPICZA, que foi usada na
imunodeteccgdo da proteina. O gene L1 amplificado foi inicialmente clonado no vetor pGEM-
T Easy, originando a construgdo pGEML1B1. Apo6s a digestdo de pGEML1B1, com as
enzimas EcoRI e Xhol, o fragmento contendo L1 foi purificado e sub-clonado no vetor de
expressdao pPICZA, igualmente digerido com as mesmas enzimas, gerando a construgdo
pPICZAL1BL1.

Transformacéo de Pichia pastoris

Inicialmente, a construgdo pPICZAL1B1 e o vetor pPICZA foram linearizados com
a enzima Sacl. Em seguida, células da levedura P. pastoris X-33 eletrocompetentes (80 pl)
preparadas de um crescimento em fase log foram misturados a 10 pg do plasmideo
previamente linearizado (em 10 pl de 4gua), transferidos para uma cubeta de eletroporagéo de
2 mm gelada e incubados no gelo por cinco minutos. A eletroporacéo foi realizado a 1500 V
por 5 ms. Imediatamente apds, foram adicionados 1 ml de sorbitol 1M e as células incubadas
por duas horas a 30°C. Ap0s a incubacéo, 100 pl de células foram plagueados em meio YPDS
(YPD + Sorbitol 1M) com 100 pg/ml de zeocina. As placas foram incubadas por trés dias a
30°C e os transformantes analisados.

Andlise dos Recombinantes de Pichia pastoris

Os recombinantes, obtidos pela selecdo por zeocina, foram analisados quanto a
presenca do cassete de expressdo por PCR de colbnia, como descrito por Linder e
colaboradores (1996). Resumidamente, uma col6nia isolada foi coletada e ressuspendida em
20 pl de &gua. Em seguida, foi adicionada 5 pl de uma solucéo de liticase 5 U/ul e incubada a
30°C por dez minutos. Logo apds, a amostra foi congelada a -80°C durante dez minutos e

uma aliquota da suspensdo foi utilizada com DNA template numa reacdo de PCR (50 pl
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volume final). Para amplificacdo foram usados o primer AOX1F 5’- GACTGGTTCCAATTGA
CAAGC -3’ e 0 primer AOX1R 5’- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3°.

Cultivo e Indugdo dos Recombinantes

Os transformantes selecionados foram inoculados em 50 ml de meio BMGY (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 1.34% YNB, 0.002% biotina, 1% glicerol, 100 mM fosfato
de sddio, pH 6.0) e incubados a 28°C por 48 h sob agitacdo vigorosa (240 rpm). Para indugéo
da expressdo de L1, as células foram centrifugadas e transferidas para 50 mL de meio BMMY
(composigdo similar ao BMGY, exceto pela substituicdo do glicerol por metanol 0,5%). A
cultura foi mantida a 28°C sob agitagdo (240 rpm) durante quatro dias. A inducéo foi
realizada a cada 24 horas com adicdo de metanol 100% para uma concentragdo final de 2%,
até completar 96 horas de induc&o.

Anélise de RNAm dos Recombinantes de P. pastoris

O RNA total foi extraido das amostras dos recombinantes X-33/pPICZAL1B1 em 96
h de inducdo com metanol com o kit SV Total RNA Isolation System (Promega), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. O RNAmM de L1 foi detectado por RT-PCR, usando o Kkit
ImProm-11™ Reverse Transcription System (Promega). O produto da amplificagcdo do RT-PCR
foi gerado com os primers: FWRTL1B1 5’- AATCAGATCTACCTCTTGACATTC -3’ e
RevRTL1B1 5°- CACAGAGCATAGCTCTAATATAAAG -3’.

Andlise da Producéo da Proteina L1

Apos as 96 horas de inducéo, as celulas foram centrifugadas e lisadas. Para a lise
adicionou-se 100 pl de tampédo de lise (50 mM de fosfato de sodio, 1 mM de PMSF, 1 mM
EDTA e 5% de glicerol) e glass beads (0,5 mm), em seguida foram realizados 8 ciclos de 30
segundos no vortex e 30 segundos no gelo. Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi
recuperado para analise da proteina L1. O extrato protéico soluvel foi entdo purificado por

coluna de niquel com o Ni-NTA Spin Kit (Qiagen, Germany) e o material purificado foi
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submetido a uma diélise e liofilizagdo para realizagdo de um Dot Blot. Para anélise de Dot
Blot, as proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e a
imunodetecgdo realizada com um anticorpo primario anti-His conjugado a fosfatase alcalina
(Sigma) na diluicéo 1:20.000 e com um anticorpo monoclonal anti-L1 (CamVirl) (McLean et
al., 1990) na diluicdo 1:1.000 seguido por anticorpo secundario anti-lgG de camundongo

conjugado a fosfatase alcalina.

Resultados
O gene L1 foi amplificado por PCR do genoma completo de BPV 1 usando os
primers descritos em Materiais e Métodos. O fragmento foi clonado no vetor pPGEM-T Easy e

subclonado no vetor de expressdo pPICZA, gerando a construgédo pPICZAL1B1 (Figura 1).

4 Kb 4,8 Kb
3Kb 3Kb 3.3Kb
1,65 Kb
1,5Kkb 165Kb 1,5Kb L5 Kb

1,5 Kb

Figura 1. Construcdo do Vetor de Expressdo pPICZAL1B1. (A) Amplificacdo do gene L1 de BPV 1:
M- marcador molecular 100 pb, 1- fragmento da PCR de 1,5 Kb correspondente ao gene L1 de BPV 1;
(B) Construcdo pGEML1B1: M- marcador molecular 1 Kb plus, 1- Digestdo da construcéo
pGEML1B1 com EcoRl, liberando o inserto de 1,5 Kb (L1 BPV 1); (C) Construcdo pPICZAL1B1:
M- marcador molecular 1 Kb plus; 1- Digestdo da construcdo pPICZAL1B1 com EcoRl, linearizando
a construcdo em 4,8 Kb, 2- Digestdo da constru¢do pPICZAL1B1 com EcoRI e Xhol, liberando o
inserto de 1,5 Kb (L1 BPV 1).

A levedura P. pastoris foi transformada com a construcdo e o vetor pPICZA e o0s

recombinantes selecionados em meio YPDS com zeocina foram analisados quanto & presenca

do cassete de expressdao pPICZAL1BL1 integrado no genoma da levedura P. pastoris por PCR
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de colonia usando os primers AOX1. A reacéo resultou na amplificacdo de um fragmento em
torno de 1,5 Kb, correspondente ao gene L1 de BPV 1, e outro de aproximadamente 2,2 Kb,
referente ao gene AOX1 (Figura 2). Este resultado também aponta para um fen6tipo Mut”

(Methanol utilization plus) dos clones recombinantes.

3 Kb 2,2 Kb
1,5 Kb

1,65 Kb
325 pb

Figura 2. PCR das col6nias de P. pastoris X-33/pPICZAL1B1 usando os primers AOX1. M-
marcador molecular 1 Kb plus; 1 a 3- Clones P. pastoris X-33/pPICZAL1B1 amplificando
fragmento de 1,5 Kb (gene L1 de BPV 1) e fragmento de 2,2 Kb (gene AOX1) contido no
cassete de expressdo; 4- P. pastoris X-33/pPICZA amplificando fragmento de 325 pb (promotor
AOX1 contido no vetor pPICZA); CR- controle da reagdo (sem DNA).

Os recombinantes X-33/pPICZAL1B1, que apresentaram resultados positivos para a
PCR de colbnia, foram cultivados em frascos com meio contendo metanol para analise da
expressdo do gene L1 e da producdo da proteina L1.

Apo6s 96 horas de inducdo com metanol 2%, o RNA total foi extraido e submetido a
um RT-PCR a fim de verificar a transcricdo do gene L1 de BPV 1. A reacdo de RT-PCR
amplificou um fragmento de 500 pb referente a uma regido interna do gene L1, a partir do
cDNA obtido com a transcricdo reversa, nos clones X-33/pPICZAL1B1 (Figura 3). O
transformante controle X-33 transformado com o vetor pPICZA foi negativo para a

amplificacdo.
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Para descartar a possibilidade de contaminag&o das amostras de RNA total com DNA
gendmico da levedura, uma reacdo de transcricdo reversa sem a transcriptase reversa foi
realizada para as amostras analisadas. A amplificacdo foi negativa para a detec¢do do produto

referente ao gene L1 nas amostras analisadas (Figura 3).

600 pb < [IE0 RGN 500 b

Figura 3. RT-PCR dos Recombinantes X-33/pPICZAL1B1 apds 96h de indugdo com metanol 2%. M-
marcador molecular 100 pb; 1 e 2- Clones P. pastoris X-33/pPICZAL1B1; 3- Clones P. pastoris X-
33/pPICZA (vetor vazio, controle negativo); 4 a 6- Clones P. pastoris X-33/pPICZAL1B1 e P. pastoris
X-33/pPICZA sem transcriptase reversa; C+- controle positivo (plasmideo pPICZAL1B1); CR-
controle da reacdo (sem DNA). O tamanho do fragmento gerado pela RT-PCR ¢ 500 pb.

Para andlise para producdo da proteina L1, o extrato protéico, ap6s ser purificado e
dialisado, foi quantificado pelo método de Bradford para a realizacdo de um Dot Blot. A
imunodetecgdo da proteina L1 de BPV 1 realizada tanto com o anticorpo anti-His (Figura 4A)
quanto com o anticorpo CamVirl (Figura 4B) foi capaz de detectar especificamente a

producéo da proteina L1.

Discusséo
Os papilomavirus sdo importantes agentes infecciosos humanos e animais.
Notadamente no gado bovino, causam o aparecimento de papilomas epiteliais, bem como

cancer e tumores epiteliais. Devido & falta de sistemas in vitro para producdo de virions ou
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proteinas virais, as técnicas de clonagem e expressdo génica tornaram-se instrumentos

valiosos no desenvolvimento de vacinas contra o papilomavirus (Campo, 2002).

Clone X-33/pPICZAL1B1  X-33/pPICZA
A (_A_\
( )
o @ @ ¢

03ug 06ug 1,2ug

(A)
Clone X-33/pPICZAL1B1 ') °) @) e)
X-33/pPICZA ) ) ) 3 [
015pg 03pg 0,6ug 1,2pg
(B)

Figura 4. Dot Blot dos recombinantes X-33/pPICZAL1B1 apés 96 h de indugcdo com metanol 2%.
(A) Dot Blot usando anticorpo primario anti-L1 (CamVirl) e anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina conseguiu detectar a proteina L1 de BPV 1 a partir do
extrato protéico do clone X-33/pPICZAL1B1 nas trés quantidades de proteina testadas (0.3, 0.6 e
1.2pg), enquanto que no clone X-33/pPICZA ndo foi detectada a proteina L1 de BPV 1; (B) Dot Blot
usando anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina detectou a proteina L1 de BPV 1 a partir do
extrato protéico do clone X-33/pPICZAL1B1 nas quatro quantidades de proteina testadas (0.15, 0.3,
0.6 e 1.2ug), enquanto que no clone X-33/pPICZA ndo foi detectada a proteina L1 de BPV 1.

Nesse trabalho, nés descrevemos o uso do sistema de expressdo baseado em células
da levedura Pichia pastoris com a finalidade de produzir a proteina L1 do papilomavirus
bovino tipo 1 como primeiro passo para implementagdo de uma estratégia vacinal contra
infeccBes por papilomavirus. Inicialmente, o gene L1 de BPV 1 foi amplificado com o uso de
primers especificos que continham a seqliéncia de Kozak para células de levedura. O produto
amplificado foi clonado no vetor pGEM-T Easy e subclonado sob a regulagdo do promotor
AOX1 e em fase de leitura com uma cauda de poli-histidina presentes no vetor pPICZA. A

construgdo, denominada pPICZAL1B1, foi transformada em células da levedura Pichia
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pastoris linhagem X-33. A presenca de RNA mensageiro do gene L1 foi detectada por RT-
PCR e a producéo da proteina foi confirmada por Dot Blot por meio do uso de anticorpos
anti-His e anti-L1.

Uma variedade de sistemas de expresséo tem sido investigada para a expressao das
proteinas do capsideo dos papilomavirus como potenciais sistemas de producdo de vacinas.
Normalmente, a superexpressdo de proteinas em sistemas bacterianos tem sido empregada.
No entanto, a expressdo de varias proteinas em bactérias tem produzido proteinas com
problemas na conformacéo e no processamento. Para superar esses problemas, varios outros
sistemas de expresséo tém sido empregados (Morton and Potter, 2000).

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica capaz de metabolizar metanol com
Unica fonte de carbono. O primeiro passo no metabolismo do metanol é a oxidacdo do
metanol a formaldeido, pela acdo da enzima alcool oxidase (AOX). Existem dois genes que
codificam a &lcool oxidase em P. pastoris, AOX1 e AOX2, porém o AOX1 é responsavel pela
maioria da atividade da enzima na célula. A expresséo do gene AOX1 é fortemente regulada e
induzida por metanol a altissimos niveis (Cregg et al., 2000). A capacidade de inducéo do
promotor AOX1 pelo metanol pode, portanto, ser usada para direcionar a expressao de
proteinas recombinantes em altos niveis

A transformacdo de linhagens X-33 de P. pastoris, que possui genotipo selvagem e
fenotipo Mut”, com vetores linearizados no promotor AOX1 gera transformantes Mut”, ja que
a integracdo ocorre por inser¢do em um Unico evento de crossover na regido homologa do
locus AOX1 (Macauley-Patrick et al., 2005). O padrdo da amplificacdo dos recombinantes
com os primers AOX1 sugerem que a integracdo do cassete de expressdo no genoma da
levedura ocorreu por insercdo e que, dessa forma, os transformantes X-33/pPICZAL1B1

mantiveram o fendtipo Mut” da linhagem X-33.
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Scorer et al. (1993), em um estudo para produgdo de um proteina do envelope de
HIV-1 em P. pastoris, observaram um truncamento na transcricdo do RNAm gerado por um
sitio de truncagem identificado como sendo muito similar a seqliéncia consenso que promove
terminagdo prematura da transcricdo em levedura. Nossos resultados mostram a presenca de
transcritos do gene L1 nos clones recombinantes através de RT-PCR sugerindo a presenca de
RNAmM integros e, por conseguinte, passiveis de expressar o gene heter6logo ap6s a indugédo
dos recombinantes com metanol.

O sistema de expressdo em P. pastoris tem sido amplamente utilizado para produgéo
de uma grande variedade de proteinas heter6logas de diversos organismos (Cereghino and
Cregg, 2000). Porém, os niveis de produgdo variam muito dependendo do tipo e das
caracteristicas da proteina a ser produzida. Os dados apresentados no Dot Blot usando o
anticorpo CamVirl evidenciaram a capacidade da levedura P. pastoris de produzir
especificamente a proteina L1 de BPV 1. O Dot Blot com o anticorpo anti-His corroborou a
producdo da proteina L1 e aponta também para a presenga de uma proteina integra, pois o
anticorpo usado reconhece uma cauda de poli-histidina fusionada na porgdo C-terminal da
proteina heterdloga.

Contudo, ndo foi possivel detectar a proteina L1 em ensaios de imunoblot (\Western
Blot), sugerindo a producéo de uma concentracdo muito baixa da proteina. Uma explicagdo
para os baixos niveis de expressdo pode estar relacionado a falhas no processo de tradugéo da
proteina heter6loga. Genes eucarioticos apresentam um alto conteddo GC, portanto eles séo
mais eficientemente traduzidos do que os genes virais, que geralmente séo ricos em AT (Haas
et al., 1996). Zhou e colaboradores (1999) observaram que o gene L1 de BPV 1 contém
codons de traducdo raros. Eles, portanto, substituiram os cédons raros por cédons mais
comumente utilizados e analisaram os niveis de expressdo do gene L1 de BPV-1 selvagem e 0

com codons modificados em experimentos de transfec¢éo transiente. Ambos produziram altos

64



Jesus, A.L.S. Producéo da proteina L1 do Papilomavirus bovino tipo 1 em Pichia pastoris

niveis de RNAm de L1 no citoplasma das células, mas apenas o com cddons modificados
produziu niveis detectaveis de proteina L1.

Trabalhos recentes tém demonstrado que a otimizagdo de c6dons pode melhorar 0s
niveis de expressdo em diversos sistemas. A otimizacdo de codons pode melhorar a expresséo
usando gene sintético os codons raros sdo substituidos por codons preferenciais para uma

traducdo eficiente em P. pastoris.

Concluséao

Os dados apresentados neste trabalho confirmam a viabilidade das células de P.
pastoris como sistema heter6logo para producdo da proteina L1 de BPV 1, um candidato
natural para o desenvolvimento de vacinas contra a infecgdo pelo BPV. Foi hipotetizado que
diferengas no uso de cddons preferenciais foram a causa mais provavel dos problemas de

expressdo observados.
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6. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a levedura metilotréfica Pichia pastoris transformada
com o cassete de expressdo pPICZAL1BL1, quando induzida por metanol, é capaz de expressar
0 gene L1 do papilomavirus bovino tipo 1. Os dados confirmam a possibilidade do uso do
sistema de expressdo heter6logo baseado em células de P. pastoris para a produgdo de

proteinas de BPV.

Contudo, foi visto a necessidade de algumas modificagdes para que este sistema
possa aumentar a expressdo do gene L1 necessdrio para um incremento nos niveis de
producdo da proteina com vistas a producdo de VLPs. Podemos citar como exemplo a
necessidade do uso de gene L1 de BPV 1 sintético com otimizagao dos codons para expressao
em levedura P. pastoris, haja visto o grande nimero de dados mostrando discrepancia entre

dos cddons raros de papilomavirus bovino para codons preferenciais de P. pastoris.
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7. INFORMACOES COMPLEMENTARES

7.1 Vetor de expressdo pPICZA

Para construcdo do cassete de expressdo foi utilizado o vetor de expresséo de P.

pastoris pPICZA.

Comments for pPICZ A:
3329 nucleotides

5" AOX1 promoler region: bases 1-941

5" end of AOXT mRNA: base 824 * The restriction site

5 AOX1 priming site: bases 855-875 between Not | and the
Multiple cloning site: bases 932-1011 myc epitope is different
c-myc epitope tag: bases 1012-1044 in each version of pPICZ:
Polyhistidine tag: bases 1057-1077 Apalin pPICZ A

3" AOX priming site: bases 1159-1179 XbalinpPICZ B

3" end of mRNA: base 1250 SnaB lin pPICZ C

AOXT transcription termination region: bases 1078-1418
Fragment containing TEF1 promoter: bases 1419-1830
EM?7 promoter: bases 1831-1898

Sh ble ORF: bases 1899-2273

CYC1 transcription termination region: bases 2274-2591
pUC origin: bases 2602-3275 (complementary strand)

Figura 1. Mapa fisico do vetor pPICZA (Invitrogen).
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O pPICZA possui: sitios para pareamento de primers especificos (5” e 3° AOX1

priming site) utilizados no sequenciamento do cassete de expressdo para confirmacdo de

clonagem; sitios multiplos de clonagens, o epitopo myc e uma cauda de polihistidina (Figura

2). Também podem ser observados o sitio de iniciagdo de transcricdo do RNAm (5” end of

AOX1 mRNA) e o sitio de poliadenilacdo (3 polyadenylation site).

811

871

1042

10938

1158

1218

2" end of ACHT mBEMNA

5 ADXT priming sile

| T
ARCCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAR TTEOGACTEEG TTCCAATTEA

- 1
CAARGOTTTTE

Sl

ATTTTARARCGEA

EmR1 Pl S
| I

CTTTTAACGA CAACTTGAGRE AGATUAMAAASA ACAARCTAATT

BamB | AspT18 | Kon | Xho |
| I [

I I
ATTCEARACE ALGLEAATTCOALD GTEEUOCCAGD CGELCETOTC GEATCGETAC CTCOGAGUOGC

Apa |I mye epliops ,
A2CC| A8 CAR aAg T ATC TCA GAL GALR AT TG

AAT AGD GO
Aan Ser Ala Val Aap Hia His Hia Hia Hia Hig #*%%

Glu Gln Lya Leu Ile Ser Glu Glu Aap Leu

Patyhiatidine 150

I 1
GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTTAGECT TAGACATGAC

TGTTCOCTCAE TTCAAGTTE:E GUACTTACGA GAAGACCGET CTTGCTAGAT TUCTAATCARG

3" ACKT priming sile

I
AGEATETCAR

AATEOCATTT

1
GLCTGAGAGA TGCAGECTIC ATTTTTGATA CTTTTTTATT

3 polyadenylation aile
|

TGTAACCTAT ATALGTATAGE ATTTTTITTG TCATTTTGTT

Figura 2. Parte da seqliéncia do vetor pPICZA (Invitrogen).
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1

INSTRUCOES PARA AUTORES

Revista
GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY

ISSN 1415-4757
Ribeirdo Preto, Brasil
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J) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA
and protein sequences equal to or greater than 50 units
must be entered into public databases. The accession
number must be provided and released to the general
public together with publication of the article. Long
sequences requiring more than two pages to reproduce
will not be published unless the Editorial decision is that
the publication is necessary. Complete mtDNA sequence
will not be published.

k) Data access: reference should be made to availability
of detailed data and materials used for reported studies.

1) Ethical issues: Reports of experiments on live
vertebrates must include a brief statement that the
institutional review board approved the work and the
protocol number must be provided. For experiments
involving human subjects, authors must also include a
statement that informed consent was obtained from all
subjects. If photos or any other identifiable data are
included, a copy of the signed consent must accompany
the manuscript.

m) Supplementary Material: Data that the authors
consider of importance for completeness of a study, but
which are too extensive to be included in the published
version, can be submitted as Supplementary Material.
This material will be made available together with the
electronic version. In case a manuscript contains such
material, it should be appropriately identified within the
text. Supplementary material in tables should be
identified as Table S1, Table S2, etc., in case of figures,
they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2.
For online access, Supplementary material should be in
PDF, JPEG or GIFF formats

In addition, a list of this material should be presented at
the end of the manuscript text file, containing the
following statement: Supplementary material - the
following online material is available for this article:

- TableS1 ...

This material is available as part of the online article
from http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Present brief observations that do not warrant full-length
articles. They should not be considered preliminary
communications. They should be 15 or fewer typed pages
in double spaced 12-point type, including literature cited.
They should include an Abstract no longer than five
percent of the paper’s length and no further subdivision
with introduction, material and methods, results and
discussion in a single section. Up to two tables and two
figures may be submitted. The title page and reference
section format is that of full-length article.

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal.
Discussions of political, social and ethical issues of
interest to geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles

Review Articles are welcome.

3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics,
Evolution and related disciplines, for review in the
journal. Aspiring reviewers may propose writing a
review.

3.6 History, Story and Memories

Accounts on historical aspects of Genetics relating to
Brazil.

4.Proofs and Copyright Transfer

Page proofs will be sent to the corresponding author.
Changes made to page proofs, apart from printer’s errors,
will be charged to the authors. Notes added in proof
require Editorial approval. A form of consent to publish
and transfer of copyright will have to be signed by the
corresponding author, also on behalf of any co-authors.

74



