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NOVIS, Pedro. Estratégias vacinais terapéuticas contra céanceres
HPV-relacionados: Ancoragem de antigenos em leveduras. 2024. 35. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) foi responsavel por infectar aproximadamente 9
milhdes de pessoas no Brasil em 2022, tendo correlagdo com o desenvolvimento de
diversos canceres e com destaque em especial o cancer cervical, uma das maiores
causas de mortes femininas anualmente. Tendo em vista a parcela elevada da
populagao que ja esta infectada pelo virus e que sofre com sua sintomatologia se faz
necessario a produgcdo de vacinas terapéuticas as quais possuem o objetivo de
controlar a progressao tumoral através da indugao de respostas imunoldgicas contra
o tumor ou até mesmo em individuos que apresentam lesdes neoplasicas. Ademais,
construgdes vacinais carreadas por leveduras se mostram uma abordagem
promissora pela sua facilidade de manuseio e custo de manutencédo reduzido,
quando em comparagao a vetores como bactérias e células humanizadas. Assim
como, a exploracdo do cassete de apresentagdo do antigeno na superficie da
parede da levedura pode aprimorar e facilitar o reconhecimento antigénico e a
producdo de uma resposta imune de forma que facilite a identificagdo do antigeno
pelos macrofagos e produza estratégia de combate ao virus mais robusta e
completa. Tendo isso em mente, a monografia aqui apresentada buscou a produgao
de uma revisao literaria integrativa com o objetivo de responder o questionamento
da possibilidade de criagdo de um vetor de expressao estavel e capaz de gerar as
respostas imunes propostas, além de buscar criar um esbogo para a criagdo da
metodologia de um cassete de expressao vacinal e sua capacidade de inser¢édo em
leveduras e ancoragem de suas proteinas secretadas nas paredes celulares das
mesmas. Para isso, foi utilizada uma pesquisa bibliografica transversal por meio de
artigos encontrados nas plataformas de pesquisa: Google Scholar, ScienceDirect e
PubMed utilizando as palavras-chaves: “HPV”, “Anchorage”, “IRES”, “Cancer” e
“Yeasts”. A construgao do vetor expressao aqui proposto pode permitir a obtengao
das linhagens de leveduras recombinantes as quais espera-se avaliar a expressao e
ancoragem das proteinas virais além de discutir seu potencial terapéutico
possibilitando novas perspectivas na producdo de meios de tratamento para
infecgdes como a causada pelo HPV.

Palavras-chave: Imunoterapia. Levedura. IRES. Vetor. Antigenos.



NOVIS, Pedro. Therapeutic vaccine strategies against HPV-related cancers:
Anchorage of antigens in yeast. 2024. 35. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacgéao em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2024.

ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) was responsible for infecting approximately 9
million people in Brazil in 2022, having a correlation with the development of several
cancers, particularly cervical cancer, one of the biggest causes of female deaths
annually. Taking into account the high proportion of the population that is already
infected by the virus and that suffers from its symptoms, it is necessary to produce
therapeutic vaccines which aim to control tumor progression through the induction of
immunological responses against the tumor or even in individuals with neoplastic
lesions. Furthermore, vaccine constructs carried by yeast prove to be a promising
approach due to their ease of handling and reduced maintenance cost, when
compared to vectors such as bacteria and humanized cells. Likewise, the exploitation
of the antigen presentation cassette on the surface of the yeast wall can improve and
facilitate antigen recognition and the production of an immune response in a way that
facilitates antigen identification by macrophages and produces a more robust
virus-fighting strategy. and complete. With this in mind, the monograph presented
here sought to produce an integrative literature review with the aim of answering the
question of the possibility of creating a stable expression vector capable of
generating the proposed immune responses, in addition to seeking to create an
outline for the creation of the methodology of a vaccine expression cassette and its
ability to insert into yeast and anchor its secreted proteins in their cell walls. For this,
a cross-sectional bibliographic search was used using articles found on the search
platforms: Google Scholar, ScienceDirect and PubMed using the keywords: “HPV”,
“‘Anchorage”, “IRES”, “Cancer’” and “Yeasts” . The construction of the expression
vector proposed here may allow the obtaining of recombinant yeast strains which are
expected to evaluate the expression and anchoring of viral proteins, in addition to
discussing their therapeutic potential, enabling new perspectives in the production of
means of treatment for infections such as that caused by HPV.

Key words: Immunotherapy. Yeast. IRES. Vector. Antigens.
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1 Introducgéao

O HPV, sigla representativa do Papilomavirus Humano, € um microorganismo
responsavel por infectar, em 2022, um numero estimado de 9 milhdes de pessoas no
Brasil, segundo o Ministério da Saude (Ministério da Saude, 2022). Sua infecgao é
considerada uma Infeccdo Sexualmente Transmissivel (IST) e acredita-se que cerca
de 80% da populacao sexualmente ativa entrara em contato com o virus em algum
momento ao longo da sua vida, tornando o virus uma das ISTs mais disseminadas
mundialmente (Butantan, [s.d.]). Aléem disso, os HPVs considerados de alto risco
(HPV 16 e HPV 18) possuem uma alta taxa de correlagdo com o aparecimento de
canceres em pessoas infectadas, estes podendo acometer ndo somente a regiao
vaginal como também orofaringe, anus e pénis (Castro; Bussoloti Filho, 2006; Lin;
Franceschi; Clifford, 2018). Destes, o cancer de colo de utero € o mais comumente
conhecido e associado, assim como o segundo tipo de cancer que mais acomete
mulheres (OPAS/OMS, [s.d.]).

O tratamento dos canceres relacionados ao HPV tem sido objeto de
crescente interesse, especialmente no contexto das vacinas terapéuticas. Enquanto
os métodos tradicionais de tratamento, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia,
tém sido utilizados com sucesso, todavia, a eficacia dessas abordagens pode ser
limitada e os efeitos colaterais podem ser significativos. Nesse sentido, as vacinas
terapéuticas emergem como uma promissora modalidade de tratamento, visando
ativar ou reforgcar a resposta imunolégica do paciente contra as células tumorais
(Trimble; Frazer, 2009). Estudos recentes tém investigado o potencial das vacinas
terapéuticas baseadas em antigenos do HPV para estimular respostas imunologicas
especificas contra células tumorais HPV-positivas. Por exemplo, a vacina terapéutica
VGX-3100, que contém plasmideos de DNA codificando antigenos E6 e E7 do HPV,
demonstrou induzir respostas imunes robustas e promissoras em ensaios clinicos de
fase Il para cancer cervical e vulvar (Bagarazzi et al., 2012; Tang et al., 2022). Além
disso, a combinacdo de vacinas terapéuticas com outros tratamentos
imunomoduladores, como inibidores de checkpoint imunoldgico, tem sido explorada
para potencializar ainda mais as respostas imunoldgicas antitumorais. Embora ainda
em estagios iniciais, as vacinas terapéuticas representam uma abordagem
inovadora e promissora para o tratamento dos cénceres HPV-relacionados,
oferecendo perspectivas de terapias mais eficazes e com menor toxicidade

(Massarelli et al., 2019). No entanto, s&o necessarias mais pesquisas clinicas para
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validar sua eficacia e seguranga em uma variedade de contextos clinicos e de
pacientes.

Leveduras vém sendo exploradas como veiculo vacinal devido ao seu relativo
baixo custo de cultivo, facilidade de reprodugdo e manipulagdo génica facilitada
(Huang et al., 2019; Kumar; Kumar, 2019). A Saccharomyces cerevisiae foi a
pioneira na utilizacdo de leveduras pelo setor de saude, sendo avaliada por sua
capacidade de producédo de proteinas recombinantes (Capilla et al., 2009; Kumar;
Kumar, 2019). Ademais, o tecnologia de ancoragem de proteinas na superficie de
leveduras elevou ainda mais o valor desses microrganismos no setor vacinal; um
procedimento que favorece o reconhecimento de antigenos pelo sistema imune,
facilitando e agilizando o processo de resposta imune frente a patologia (Gai;
Wittrup, 2007).

Em retrospectiva, a utilizagdo de leveduras no setor biotecnolégico se limitava
no seu uso para purificagdo de proteinas (Raran-Kurussi; Waugh, 2017) ou, em
casos mais recentes, a utilizacdo de leveduras completas como vetores vacinais,
que tem despertado consideravel interesse devido a sua capacidade de induzir
respostas imunes robustas e especificas contra antigenos estranhos (Siva et al.,
2023). Todavia, ambas as metodologias eram em sua maior parte utilizadas para
producao de vacinas profilaticas, abrindo um espacgo para o questionamento da
viabilidade do uso das leveduras em esquemas de imunotratamentos vacinais para

quadros cancerigenos.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. HPV
2.1.1 AspecTos GerAIs bo HPV

O Papilomavirus Humano pertencente a familia Papillomaviridae, dentro do
género Papilomavirus, possui uma origem incerta onde pesquisas de sua génese
apontam para o final da era Paleozdica. A contar desta época, pdde-se observar a

presencga do virus em diversos tipos de organismos, encontrando-o em répteis, aves

e diversos animais mamiferos. E considerado um virus de DNA dupla fita ndo
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envelopado possuindo cerca de 55 nm de diametro com uma forma tridimensional
icosaédrica e seu DNA é composto por cerca de 8.000 pares de bases (Ross, 2023).
Sua estruturacado genética se da pela presenca de proteinas estruturais, a exemplo
da L1 e L2, assim como proteinas nao estruturais como o E5, E6 e E7, como pode
ser elucidado na Tabela 1, além de regides capazes de regular a expressao génica
do virus e regides de controle viral (Mufioz et al., 2003). Ademais, o HPV apresenta
uma grande diversidade genética, sendo considerado uma familia de virus que
engloba mais de 100 tipos devido a alteragbes em regides especificas de seus
genes, conferindo ao virus uma plasticidade referente a oncogenicidade (Hebner;
Laimins, 2006).

Tabela 1 - Apresentagéo das principais proteinas presentes no genoma do HPV e suas

funcionalidades.

Proteina Funcao

E1 Proteina envolvida na replicagédo do DNA viral, atua como helicase e auxilia na
separagao das cadeias de DNA durante a replicagao viral.

E2 Proteina reguladora da expressao génica viral, controla a replicagdo do DNA viral
e a transcricao dos genes virais. Também esta envolvida na manutengéo do
genoma viral.

E4 Proteina envolvida na desorganizagao do citoesqueleto da célula hospedeira,

facilitando a liberagcéo de particulas virais.

E5 Proteina associada a transformacgao celular e a progressao do ciclo celular.
Interage com receptores de fatores de crescimento e promove a proliferagao
celular.

E6 Proteina que inibe a apoptose celular e promove a degradagéo da proteina p53,

suprimindo a resposta imune do hospedeiro e contribuindo para a
carcinogénese.

E7 Proteina que se liga e inativa proteinas do retinoblastoma (pRb), levando a
desregulagao do ciclo celular e a proliferagéo celular descontrolada. Também
esta envolvida na imortalizagao celular.

L1 Proteina estrutural principal do capsideo viral, forma a capside que envolve o
DNA viral e é essencial para a montagem de novas particulas virais.

L2 Proteina estrutural do capsideo viral, auxilia na montagem do capsideo viral e na
entrada do DNA viral nas células hospedeiras durante a infecgéo.

Fonte: Autor

Sabe-se que, no Brasil, cerca de 54,4% das mulheres ja foram infectadas
pelo virus, enquanto 41,6% dos homens também compartiiham desse quadro

(Wendland et al., 2018). E um virus epitelial, comumente podendo causar
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sintomatologia na forma do aparecimento de verrugas na regiao infectada, sendo ela
nas maos, pés, articulagdes, regides mucosas ou regiao anogenital (Witchey et al.,
2018). E considerado um fator de risco a saude ndo somente da mulher como
também da saude publica, o HPV é considerado uma infecgdo sexualmente
transmissivel com uma alta taxa de contagio, sendo capaz de ser transmitido tanto
pelo homem quanto pela mulher (Hebner; Laimins, 2006). Apesar de sua
sintomatologia no homem ser mais branda, ainda assim pode se agravar para casos
de cancer peniano (Gamboa-Hoil, 2023). Enquanto na mulher, o virus possui uma
alta correlacdo com o aparecimento de tumores no colo uterino, sendo uma das
maiores causas de morte em mulheres (Cohen et al., 2019). Nao obstante, existem
outros tipos de canceres que possuem correlacdo com o HPV, tais como o cancer de
cabecga e pescogo e cancer anal;, ademais, pesquisas recentes vem analisando a
presenca e a correlagdo desse virus com o desenvolvimento de cancer mamario
(Anna Szymonowicz; Chen, 2020. Roman; Aragones, 2021).

O HPV é considerado uma familia de diversos tipos virais os quais
compartilham caracteristicas entre si, no momento atual do estudo, mais de 100
tipos diferentes do virus foram catalogados pelos servidores de saude, entre esses,
4 se destacam como tendo uma importancia elevada sob os demais (Yousefi et al.,
2022). Os tipos 6, 11, 16 e 18 sdo os mais amplamente estudados mundialmente,
esse fato se da pelo entendimento de que os tipos 16 e 18 sdo os que se fazem
mais presentes nos casos de tumores uterinos, resultando em cerca de 70% dos
casos hospitalares. Enquanto isso, os tipos 6 e 11, apesar de nao serem
considerados oncogénicos, também recebem atencéo especial pois se fazem mais

presentes em casos de condilomas genitais e papilomas laringeos (Okunade, 2020).

2. 1. 2. INFECGAO

Quanto a infeccdo, a familia Papillomaviridae ¢é considerada
espéecie-especifica, assim, o HPV é capaz apenas de infectar seres humanos,
também sendo classificados como restritos a infecgao tecidual, com tropismo por
tecido cutdneo ou escamoso (Schiller; Day; Kines, 2010). O ciclo infectante do
Papilomavirus pode ser dividido de forma educativa em 5 partes, como elucidado na
Figura 1 (Della Fera et al., 2021):
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Figura 1:Patogénese da infecgao pelo HPV. Inicialmente, o virus estava latente no interior da célula

epitelial e apresentava baixa taxa de proliferagdo. A medida que o virus entra no ciclo lisogénico, a

taxa de proliferacdo aumenta. Finalmente, os virus sdo montados e secretados pelos queratindcitos
para repetir o ciclo de infecgao.

Terminally differentiated
keratinocytes
'

Wound - ® :
oun i
® l
ETC Virus assembly
e .. and release

(L1,L2,L3)

Cell proliferation
and high level
episomal replication

00% 000 @e
\ ‘

Latent infection

and low level
episomal replication
(E1,E2)

Dermiss Basal Basal HPV Lysogenic Langerhans
membrain epithelial cell episomal DNA cycle of HPV cell

Fonte: Yousefi et al., 2022

1. Transmisséo - O virus é primariamente transmitido através do contato
direto entre um tecido epitelial saudavel e um tecido infectado, sendo em sua
maioria, transmitido através do contato sexual; sendo ele vaginal, anal ou oral.

Porém, qualquer contato de pele infectada com pele saudavel pode levar a infecgéao,
causando assim infecgdes em regides das palmas, nos dedos e em outras regides
corpéreas. Essa transmissao pode ocorrer com a presenga ou auséncia de sintomas
visiveis no individuo infectante.

2. Entrada nas células epiteliais - Apds a transmissao, o virus entra no corpo
através de micro-abrasdes ou pequenos cortes na pele e/ou membranas mucosas
do organismos. Como a familia Papilomaviridae tem seu tropismo por células
epiteliais, esse tipo celular vai ser seu alvo primario para invasao.

3. Infecgdo de Células basais - Apds sua invasdo, o virus ird migrar para as
células basais do organismo, encontradas na parte mais profunda do epitélio. Isso
se da pois essas ceélulas tém maior taxa de replicagdo e um nivel maior de
funcionamento de seu metabolismo. Assim, o virus infecta as células basais e

comega seu processo de replicacao.
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4. Replicagao e produgdo de particulas virais - O HPV se replica dentro das
células basais, usando a maquinaria celular para produzir copias de si mesmo.
Assim garantindo de que quando as células infectadas se multiplicarem e
moverem-se para a superficie da pele, elas irdo continuar com a producéo viral,
aumentando o numero de células com a capacidade de produzir novos virus.

5. Espalhamento das particulas virais - As células infectadas, ao chegar no
apogeu epitelial, vao expulsar as particulas virais para o meio ambiente do
organismo contaminando-o, fazendo assim com que mais células sejam infectadas
pelo virus, além de aumentar a chance de contagio de outros individuos através

desse processo.

2. 1. 3. VACINAGAO PROFILATICA E TERAPEUTICA

A vacinagdo contra o Papilomavirus Humano (HPV) no Brasil € uma
estratégia fundamental para a prevencdo do cancer do colo do utero e outras
doencgas associadas ao HPV. Desde 2014, o Ministério da Saude implementou as
vacinas contra o HPV no Programa Nacional de Imunizagbes (PNI), oferecendo
gratuitamente a vacina contra o HPV para meninas e meninos entre 9 e 14 anos
(Martins CM et al. , 2021). Além disso, campanhas de conscientizagdo sao
promovidas para garantir a adesado da populacao-alvo e fornecer informacdes sobre
a importancia da vacinagao precoce. A iniciativa tem sido fundamental para reduzir a
incidéncia de doencgas relacionadas ao HPV no Brasil. Todavia, segundo pesquisa
feita pelo Ministério da Saude, de 2019 para 2022 ocorreu uma queda na cobertura
vacinal contra o HPV onde, em 2019, cerca de 87% de garotas brasileiras estavam
imunizadas contra o virus, mas em 2022 essa porcentagem caiu para cerca de 75%.
Enquanto para meninos o decréscimo foi de 61% para 52%.

Quanto ao objetivo vacinal, existem dois tipos de vacinas: as profilaticas e as
terapéuticas. As vacinas profilaticas podem ser produzidas a partir de partes virais
isoladas como por exemplo proteinas virais, estruturas de composicdo do virus ou
até mesmo de DNA ou RNA viral (Derchain; Sarian, 2007). Elas tem como objetivo a
preparagao pré-infeccado do organismo humano para lidar com o virus, ou seja, ela
prepara o sistema imune através de uma exposigao controlada ao antigeno em
questado de uma forma que leve o sistema imunoldgico a criar uma resposta imune

frente a carga viral e gravar tal resposta para que, em caso de eventuais exposigoes,
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0 corpo possa ser capaz de se defender de forma mais rapida e capaz, evitando
assim casos mais graves (Zardo et al., 2014).

Enquanto isso, as vacinas terapéuticas sao voltadas para a parcela da
populagdo que ja esta infectada e que enfrenta sintomas referentes ao virus. Logo, o
objetivo desse tipo vacinal n&o € preparar o organismo, mas sim reforgcar as defesas
imunoldgicas ou até mesmo criar uma abertura para que o sistema imune seja capaz
de controlar ou eliminar o virus de seu sistema (Morse; Gwin; Mitchell, 2021). Sao
vacinas que usam de diversas metodologias para conseguir alcangar o efeito
desejado, tal como restringir genes especificos virais responsaveis pelo
alastramento da doencga, por seu agravamento de quadro ou até mesmo estruturas
responsaveis pela evasao imunoldgica inerente ao microrganismo (lzda; Jeffries;
Sawalha, 2021). Essas vacinas tém o potencial de dar o apoio necessario para evitar
sequelas em pacientes assim como para ajudar em casos de pior prognostico,
sendo uma grande ferramenta para ser usada em conjunto aos tratamentos

vigentes.

2. 1. 4. ESTRATEGIAS VACINAIS TERAPEUTICAS

Dentre as principais estratégias terapéuticas, destacam-se as vacinas de
células dendriticas, que envolvem a coleta in vivo e processamento ex vivo de
maturacdo e ativagdo das células do paciente, seguida da sua reinser¢do no
organismo para desencadear uma resposta imunoldgica direcionada contra células
tumorais ou autoantigenos (Santos; Butterfield, 2018). Além disso, as vacinas
baseadas em peptideos sintéticos ou proteinas recombinantes representam uma
alternativa promissora, permitindo a administracdo de antigenos especificos para
induzir respostas imunolégicas direcionadas, sem o0s riscos associados a
administracdo de células vivas (Tripathi; Shrivastava, 2018). Recentemente, a
tecnologia de RNA mensageiro (MRNA) tem emergido como uma plataforma versatil
para a entrega de antigenos, permitindo a rapida produgdo de vacinas
personalizadas contra uma ampla variedade de alvos terapéuticos (Xu et al., 2020).

Em adi¢do, o uso de leveduras como estratégias vacinais terapéuticas tem
despertado interesse significativo devido a sua capacidade de apresentar antigenos
de forma eficaz ao sistema imunoldgico. Leveduras, como a Saccharomyces

cerevisiae, tém sido exploradas como veiculos para a entrega de antigenos
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terapéuticos contra uma variedade de doencgas, incluindo cancer e doencas
infecciosas (Galao et al., 2007; Wansley et al., 2008). Estudos demonstraram que as
leveduras podem ser geneticamente modificadas para expressar antigenos
especificos, induzindo uma resposta imunologica adaptativa direcionada contra

células tumorais ou patégenos (Wansley et al., 2008).

2. 1. 5. OncoPROTEINAS UTILIZADAS coMo ANTIGENOS VACINAIS PARA 0 HPV

Os principais genes que usualmente sao pesquisados sobre e utilizados na
pesquisa de producao de imunotratamentos para o HPV sado chamados de E6 e E7,
a letra E representa a palavra “Early Proteins” responsaveis pela replicacéo viral e
controle dos processos da célula hospedeira, cruciais para estabelecer e manter a
infeccado (Estévao et al., 2019). Além disso, existe a proteina E5, um gene que vem
sendo pesquisado e analisado quanto a sua intrinseca atividade emparelhada com
0s genes mencionados anteriormente e sua capacidade de viabilizar as células
cancerigenas (Venuto et al., 2011).

O gene E5 possui importéancia para manter a “homeostase” das células
infectadas e facilitar o aparecimento de tumores. Ele possui a capacidade de
aprimorar a ativacado ligante-dependente do Receptor de Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF-R), levando a uma proliferagdo descontrolada de queratinécitos,
expandindo a populagdo de células infectadas pelo HPV no organismo humano,
através da diminuicdo dos fatores que levam a degradagdo e acidificagao
endossomal do EGF-R, assim como pode utilizar a ATPase para gerar 0 mesmo
resultado (Dimaio; Mattoon, 2001; Dimaio; Petti, 2013). Ademais, o E5 também
possui sua funcdo de impedimento da morte celular através de interagdes com a
proteina BAX, onde o gene vai inibir essa estrutura que possui papel no processo de
apoptose celular (Venuti et al., 2011).

Enquanto isso, o gene E7 retém sua importancia na transformacdo dos
queratinécitos infectados, assim como tendo um papel crucial na progressao do ciclo
de vida viral assim como na patogénese associada ao HPV. Sua principal fungéo é
inativar proteinas reguladoras do ciclo celular como o pRb, levando a uma rapida
proliferacdo de células danificadas, alterando a fase S do ciclo de duplicagao celular.
Da mesma forma, o gene E7 altera o funcionamento normal da transi¢cao da fase G1

para a fase S do ciclo mitético através de interacdes com o inibidores de ciclina p21
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e p27, levando a uma falha no sistema de verificagcdo da viabilidade do genoma
celular a ser replicado, permitindo que células com genomas danificados ou
incompletos sejam replicadas (Estévao et al.,, 2019; McLaughlin-Drubin; Munger,
2009; Munger et al., 2001). Assim, o E7 permite o acumulo de defeitos genéticos nas
células infectadas aumentando o risco do aparecimento de defeitos cancerigenos e
surgimento de tumores no local infectado.

Por fim, o E6 do HPV age por meio de sua interagdo com proteinas celulares
essenciais. Uma das principais interagdes ocorre com a proteina p53, reguladora da
resposta ao estresse celular e supressor de tumor. O E6 se liga a p53 e promove
sua degradacgao por meio do sistema ubiquitina-proteassoma, resultando na perda
da capacidade da p53 de induzir a apoptose e reparar o DNA danificado. Essa
inibicdo da p53 pelo E6 é considerada uma etapa critica na transformacéao celular
induzida pelo HPV, permitindo a sobrevivéncia e proliferagdo ndo controlada das
células infectadas. Além disso, o E6 também esta envolvido na regulagao da fungao
de outras proteinas celulares, incluindo proteinas do ciclo celular e fatores de
transcrigdo, contribuindo assim para o desenvolvimento de tumores associados ao
HPV (Hoppe-Seyler et al., 2018; Manzo-Merino et al., 2013).

2. 2. Levepuras Como VETORES VACINAIS

2. 2. 1 Histérico pE UTiLIzAGAO DE LEVEDURAS

A selegao do vetor vacinal adequado depende do tipo de patégeno-alvo, da
resposta imune desejada e das consideragcdes de seguranca. Ao otimizar a eficacia
e a seguranga dos vetores vacinais, € possivel desenvolver vacinas mais eficazes e
seguras para prevenir uma ampla gama de doengas infecciosas. Leveduras vém
sendo utilizadas no ramo industrial ha milhares de anos no ramo da alimentacéo e
seu uso foi verdadeiramente catapultado pelo pioneirismo da Saccharomyces
cerevisiae na fermentagdo alcodlica e na produgdo de cervejas (Barnett, 2007;
Gibson et al., 2007). Desde entdo, diversas pesquisas foram produzidas para
entender os mecanismos de funcionamento desses microrganismos e seu sistema
de fermentagdo, como elucidado na Figura 2, assim como a sua aplicabilidade na

expressao de proteinas, como elucidado no esquema abaixo.
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Figura 2 - Histérico da evolugao da pesquisa de utilizagdo de leveduras e expanséo do conhecimento

acerca de seu genoma.

6000 a.C. 1835 1857-1876 1949 1930- 1960 1990 -1994 1996
@ @

Producéo de Associacdo de Relagdo entre Primeiro Taxonomia da Vacinada Sequenciamento
pdo e cerveja leveduras a a fermentacdo mapeamento levedura Hepatite C completo do
fermentacao eo genético da obtida através genoma
alcodlica metabolismo levedura da de DNA
de leveduras cerveja recombinante

Fonte: Autor

Devido ao advento da biotecnologia e sua constante evolugédo, o
entendimento de como modificar microrganismos para uso em diversos setores tais
quais alimenticios, farmacéuticos e, em especial, biomédicos foi indispensavel para
o desenvolvimento da tecnologia médica como conhecemos hoje, levando a um

estopim na producao de formas vacinais de diferentes funcionalidades.

2. 2. 2. APLICABILIDADE NA BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE

As leveduras podem se apresentar como um sistema de produgao vacinal
mais simples, quando comparado ao de bactérias, tanto em seus aspectos de
manuseio como também apresentam um custo de desenvolvimento e manutengao
que, por diversas vezes, tem um teor chamativo para paises em desenvolvimento
como o Brasil, em comparagdo a outros modelos vacinais que sao mais custosos,
como apresentado na Tabela 2. (De Sa Magalhaes; Keshavarz-Moore, 2021). A
comparagao de custos da utilizacdo de leveduras em relagdo a outros sistemas
utilizados em pesquisas vacinais, como bactérias ou células humanas, apresenta um
certo impasse de fatores, incluindo o tipo de vetor, a escala de producédo e os
requisitos de purificacdo (Kumar; Kumar, 2019). Embora as leveduras apresentam
vantagens claras em termos de baixo custo de cultivo e alta capacidade de
expressao de proteinas recombinantes, os custos totais podem variar dependendo
das especificidades do processo de produgdo. Em comparagdo com sistemas de
expressao em células de mamiferos, as leveduras tendem a ser mais econémicas
devido aos menores requisitos de nutrientes e ao menor tempo de cultivo (Ahmad et
al., 2014). Aspectos como dificuldade em armazenamento, falta de estrutura

industrial para sua produgdo e pouco ou inexistente investimento no setor de
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pesquisa vacinal sdo pontos que dificultam a producdo em alta escala e ampla

distribuicdo de vacinas em paises em desenvolvimento (Kumar; Kumar, 2019).

Tabela 2 - Apresentagao das estratégias vacinais vigentes, acompanhadas por exemplos

usuais e seus respectivos custos aproximados de produgéo.

Estratégia vacinal Exemplos Custo por dose (aproximado)
Virus Inativado Sinovac, Sinopharm R$ 27,50 - R$ 55,00
Virus Atenuado Vacina contra a poliomielite R$ 5,50 - R$ 16,50
oral (OPV)
Subunidades Protéicas Vacina contra a Hepatite B R$ 55,00 - R$ 110,00
Vetor Viral AstraZeneca, Johnson & R$ 27,50 - R$ 82,50
Johnson's Janssen
RNA Mensageiro Pfizer-BioNTech, Moderna R$ 82,50 - R$ 165,00
Particulas semelhantes a virus  Novavax R$ 82,50 - R$ 137,50

Fonte: autor

Fora os fatores mencionados acima, outro ponto importante que torna as
leveduras um ponto especial de interesse médico € sua alta capacidade de
producdo de proteinas heterdlogas dando a elas uma posi¢ao vantajosa pela
preferéncia de seu uso por laboratérios de pesquisa para producao de biofarmacos
(Mattanovich et al., 2012). Essas caracteristicas tornam as leveduras uma escolha
atraente para estudos em uma variedade de areas, incluindo biologia molecular,
genética, biologia celular, biotecnologia e medicina. Existem diversas leveduras que
compartilham essas caracteristicas e a Tabela 3 apresenta as 3 mais populares para
pesquisas vacinais; todavia a S. cerevisiae e a P. pastoris se destacam como as com
melhor relagao praticidade/producao dentre as leveduras utilizadas para produgao

de proteinas terapéuticas e expressao de genes heterdlogos.

Tabela 3 - Elucidagao das principais leveduras utilizadas para pesquisas vacinais.

Levedura Caracteristicas Principais aplicagdes
Saccharomyces cerevisiae Metabolismo fermentativo: S. Producgéao de vacinas:
cerevisiae é capaz de Saccharomyces cerevisiae é
fermentar uma variedade de utilizada como plataforma para
substratos, como glicose, a produgao de vacinas
frutose e maltose, produzindo recombinantes. A levedura é
etanol e diéxido de carbono capaz de expressar antigenos

como principais produtos de patégenos humanos de
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metabdlicos.

Tolerancia a estresse: A
levedura demonstra uma
notavel capacidade de
sobreviver e proliferar em
condigdes de estresse, como
altas concentragdes de etanol,
temperatura elevada, baixo pH
e alta pressédo osmotica.

Facilidade de manipulacao
genética: A disponibilidade de
ferramentas genéticas e
técnicas de manipulagao
molecular torna S. cerevisiae
um organismo modelo ideal
para estudos em biologia
molecular e genética.

Producao de proteinas
recombinantes: S. cerevisiae
€ amplamente utilizada na
producgao de proteinas
recombinantes devido a sua
capacidade de realizar
modificagdes pos-traducionais
complexas, como glicosilagao e
dobramento correto de
proteinas.

interesse, como virus e
bactérias, permitindo a
produgéo de vacinas contra
uma variedade de doengas
infecciosas.

Producgéo de proteinas
terapéuticas: Saccharomyces
cerevisiae é utilizada na
producédo de proteinas
terapéuticas, como insulina,
fatores de crescimento,
hormonios e enzimas, por meio
de técnicas de engenharia
genética.

Pesquisa e desenvolvimento
de medicamentos:
Saccharomyces cerevisiae é
frequentemente utilizada como
organismo modelo em estudos
de pesquisa para entender os
mecanismos moleculares de
doencas humanas e para
identificar potenciais alvos
terapéuticos. Além disso, a
levedura pode ser usada em
ensaios de triagem de
medicamentos para identificar
compostos com atividade
terapéutica contra uma
variedade de condigdes de
saude.

Pichia pastoris

Sistema de expressao
heteréloga eficiente: Pichia
pastoris € capaz de secretar
grandes quantidades de
proteinas recombinantes para
0 meio de cultura, tornando-a
uma escolha atraente para a
producédo em larga escala de
proteinas heterélogas.

Regulagdo do promotor
indutivel: O sistema de
expressao de Pichia pastoris é
baseado na regulagéo do
promotor AOX1 (alcohol
oxidase 1), que é induzido pela
presencga de metanol no meio
de cultura. Isso permite o
controle preciso da expressao
da proteina recombinante.

Capacidade de glicosilagao:
Assim como leveduras como
Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris é capaz de

Produgiao de proteinas
terapéuticas: Pichia pastoris é
frequentemente empregada na
producgéo de proteinas
terapéuticas, como horménios,
fatores de crescimento,
enzimas e anticorpos
monoclonais.

Desenvolvimento de
vacinas: Pichia pastoris é
utilizada como plataforma para
o desenvolvimento e produgéo
de vacinas recombinantes. A
levedura pode expressar
antigenos de patégenos
humanos de interesse,
permitindo a producéao de
vacinas contra uma variedade
de doengas infecciosas,
incluindo virus, bactérias e
parasitas.

Producgao de enzimas: Pichia
pastoris € uma plataforma
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realizar glicosilagao
pos-traducional de proteinas
recombinantes, o que &
importante para a adequada
dobragem e fungao de muitas
proteinas e também para
aplicagoes terapéuticas.

Tolerancia a condigoes de
cultivo: Pichia pastoris é
capaz de crescer em uma
variedade de condigbes de
cultivo, incluindo diferentes
temperaturas, pH e
concentracdes de metanol,
tornando-a adaptavel a
diferentes processos de
producéo industrial.

eficaz para a produgéo de
enzimas industriais devido a
sua capacidade de expressar
enzimas heterélogas em altos
niveis.

Engenharia de proteinas:
Pichia pastoris é
frequentemente utilizada na
engenharia de proteinas para
modificar e otimizar proteinas
terapéuticas e enzimas para
melhorar sua estabilidade,
atividade e especificidade.
Essa capacidade de
engenharia de proteinas
permite o desenvolvimento de
medicamentos e produtos
biotecnolégicos mais eficazes
€ seguros.

Kluyveromyces lactis

Capacidade de utilizagdo de
fontes alternativas de
carbono: Kluyveromyces lactis
€ capaz de utilizar uma
variedade de fontes de
carbono, incluindo lactose e
galactose. Isso é
particularmente vantajoso em
aplicagdes industriais, onde
substratos alternativos podem
ser mais econémicos ou
abundantes.

Produgédo de enzimas:
Kluyveromyces lactis € uma
plataforma eficaz para a
produgéo de enzimas
industriais devido a sua
capacidade de expressar
enzimas heterélogas em altos
niveis. As enzimas produzidas
por Kluyveromyces lactis séo
utilizadas em uma variedade
de aplicagdes, incluindo
diagndstico, industria
alimenticia e farmacéutica.

Engenharia de proteinas:
Kluyveromyces lactis pode ser
empregada na engenharia de
proteinas para modificar e
otimizar proteinas terapéuticas
€ enzimas para melhorar sua
estabilidade, atividade e
especificidade. Essa
capacidade de engenharia de
proteinas permite o
desenvolvimento de
medicamentos e produtos
biotecnolégicos mais eficazes
€ seguros.

Fonte: autor

Em especifico, a levedura Pichia pastoris ja é frequentemente utilizada para a
expressdo heterdloga de proteinas recombinantes, devido ao fato de ser

reconhecida por suas qualidades que a tornam um hospedeiro valioso na
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biotecnologia. Ela possui a capacidade de crescer em meios de cultura simples e de
secretar grandes quantidades de proteinas recombinantes com modificagcoes
pos-traducionais adequadas, fazendo dela uma escolha popular em aplicagoes
industriais e de pesquisa (Vogl; Glieder, 2013). Além disso, a sua estrutura genética
ja € comumente conhecida e a sua capacidade de realizar modificagbes genéticas
de forma relativamente simples, incluindo delecbes e insercbes especificas,
contribuem para uma facilidade maior no seu manuseio genético (Karbalaei;
Rezaee; Farsiani, 2020). Além disso, estudos recentes (Huang et al., 2019) tém
explorado o potencial biotecnologico desta levedura com foco na engenharia
metabdlica para melhorar a sua producao de proteinas recombinantes, assim como
a otimizagao de processos fermentativos para aumentar o rendimento e a qualidade

do produto.

2. 2. 3. LEVEDURAS COMO CARREADORAS DE ANTIGENOS

As leveduras apresentam propriedades imunoestimuladoras distintas que as
tornam alvos de interesse na area de imunologia e biomedicina. Estudos tém
demonstrado que componentes da parede celular de leveduras, como [3-glucanos e
manoproteinas, possuem atividades imunoestimuladoras significativas. Os
B-glucanos, por exemplo, sdo capazes de ativar receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) no sistema imunolégico, como os TLRs e os receptores de
reconhecimento de B-glucanos (Dectin-1), desencadeando respostas imunes inatas,
como a producgao de citocinas pro-inflamatdrias e a ativagao de células fagociticas,
como macrofagos e neutrofilos (Brown; Gordon, 2001; Goodridge; Wolf; Underhill,
2009). Além disso, as leveduras também podem ser utilizadas como vetores
vacinais, estimulando respostas imunoldgicas adaptativas contra antigenos
expressos em sua superficie. Essas propriedades imunoestimuladoras das
leveduras tém sido exploradas em diversas aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo o
desenvolvimento de vacinas, terapias imunolégicas e adjuvantes para aprimorar a
eficacia de tratamentos médicos (Santos et al., 2017). Leveduras, como a Pichia
pastoris e a Saccharomyces cerevisiae sao o foco de estudos recentes que tém
explorado a capacidade das leveduras de expressar antigenos virais, bacterianos e
parasitarios, demonstrando seu potencial na indugdo de respostas imunoldgicas

especificas e protetoras (Cregg et al., 2000).
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A parede celular de levedura é uma estrutura complexa que desempenha
um papel crucial na integridade e na fungao celular. Composta por uma matriz de
polissacarideos, lipidios e proteinas, a parede celular de levedura é caracterizada
por sua resisténcia e capacidade de adaptacdo a diferentes condigdes ambientais.
Os principais componentes da parede celular de levedura incluem [-glucanos,
manoproteinas e quitina, que conferem rigidez e estabilidade a estrutura. Além
disso, as manoproteinas presentes na parede celular desempenham um papel
importante na ades&o a superficies e na interagdo com o ambiente circundante (Klis;
Boorsma; De Groot, 2006).

O carreamento de antigenos € uma estratégia fundamental em imunologia e
biotecnologia para apresentar antigenos de interesse ao sistema imunologico de
forma eficaz, uma de suas formas pode ser visualizada na Figura 3. Esse processo
envolve o uso de sistemas de entrega, como células hospedeiras, vetores virais,
nanoparticulas ou proteinas carreadoras, para transportar antigenos para células
apresentadoras de antigenos, como células dendriticas, macréfagos ou linfécitos.
Uma vez entregues as células apresentadoras de antigenos, os antigenos sao
processados e apresentados as células T, desencadeando respostas imunologicas
adaptativas especificas contra patégenos, células cancerigenas ou outras ameacgas.
O carreamento de antigenos € amplamente explorado no desenvolvimento de
vacinas, terapias imunoldgicas e tratamentos para doencgas, visando estimular
respostas imunoldgicas protetoras ou terapéuticas. Diversas estratégias de
carreamento de antigenos tém sido desenvolvidas e otimizadas ao longo dos anos,
com o objetivo de aumentar a eficacia e a seguranga das intervengdes imunoldgicas

(Irvine et al., 2015; Moon; Huang; Irvine, 2012).

Figura 3: O mecanismo da vacina contra o cancer in vivo. Depois que os antigenos tumorais
migram para o corpo em diferentes formas, eles sédo fagocitados, expressos intracelularmente e
processados eficientemente por células apresentadoras de antigenos (APCs) especializadas. O

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) das células dendriticas apresenta antigenos em
sua superficie, e os complexos MHC ativam as células T especificas do antigeno, ligando-se aos
receptores de células T (TCR) na superficie das células T, portanto, de forma segura e persistente, e

especificamente destruindo células tumorais e inibindo o crescimento tumoral.
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Existem diversos sistemas de carreamento de antigenos como é o caso das
proteinas transportadoras, como toxinas modificadas ou proteinas de fusdo, que
podem ser conjugadas aos antigenos de interesse, melhorando sua estabilidade e
imunogenicidade e facilitando sua internalizagao pelas células apresentadoras de
antigenos (Lundstrom, 2020). Da mesma forma, acidos nucleicos, como o DNA e o
RNA, podem ser empregados para codificar antigenos especificos e induzir sua
expressao intracelular apds a administragdo. Vacinas baseadas em acidos nucleicos
oferecem vantagens significativas em termos de flexibilidade de design, facilidade de
producdo e potencial para induzir respostas imunes robustas tanto de células T
quanto de células B (Pardi et al., 2018). Outra abordagem é o carreamento de
antigenos de forma intracelular, onde os antigenos sdo direcionados para o interior
de células hospedeiras, como células dendriticas, macréfagos ou linfécitos, para
apresentacao aos linfécitos T (Deng et al.,, 2016). Além disso, o carreamento de
antigenos de forma ancorada, onde os antigenos sdo ancorados a superficie de
células ou particulas, tem sido explorado como uma estratégia eficaz para a
apresentacao direta de antigenos as células do sistema imunolégico (Arafiles et al.,
2023; Li et al.,, 2021). As leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e Pichia

pastoris, possuem sistemas eficientes de expressido de proteinas e sdo capazes de
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apresentar antigenos na sua superficie celular. Essa capacidade de exibir antigenos
permite que as leveduras sejam utilizadas como plataformas versateis para o
desenvolvimento de vacinas e terapias imunoldgicas.

Ademais, pode-se acoplar IRES aos plasmideos inseridos dentro dessas
leveduras para produzir uma resposta mais complexa. Os Elementos Internos de
Entrada Direta (IRES) sédo estruturas de RNA presentes em alguns virus de RNA
que permitem a tradugdo cap-independente de mMRNAs eucarioticos. Esses
elementos tém sido amplamente explorados na engenharia genética para a
expressao coordenada de multiplos genes a partir de um unico transcrito, facilitando
a producgdo de proteinas recombinantes em sistemas de expressado heterdloga. A
utilizacdo de IRES oferece diversas vantagens no contexto industrial, incluindo a
simplificagdo do design de vetores de expressao e a produgdo mais eficiente de
proteinas recombinantes. Embora originalmente identificadas em virus, as
sequéncias de IRES também foram encontradas em alguns organismos
eucaridticos, ampliando seu potencial para aplicagbes biotecnologicas. A
compreensao do funcionamento e da aplicagdo desses elementos tem impulsionado
avancos significativos na produgéo industrial de proteinas de interesse biomédico e
biotecnolégico (Abdullah et al., 2023; Martinez-Salas et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBUETIVO GERAL

Discutir a utilizacdo de vacinas terapéuticas para tratamento de canceres
HPV-relacionados e analisar a viabilidade da utilizacdo de células de leveduras
como vetor vacinal através do método de ancoragem de antigenos na superficie
celular.
3.2 OBJETIVOS EsPECiFIcOs

e Investigar o uso de leveduras em abordagens vacinais para o HPV.

e Exemplificar a construgdo de um vetor de expressao vacinal em leveduras

que permitam a ancoragem de antigenos na sua superficie celular.

e FElucidar o procedimento de ancoragem de antigenos na superficie de

leveduras e suas aptiddes na melhoria da estratégia vacinal.

e Apresentar a possibilidade de dupla ancoragem através do método de

insercdo de uma sequéncia IRES no vetor de expresséao.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao de literatura do tipo integrativa, utilizando as bases
de dados: MEDLINE/PubMed, Google Scholar, ScienceDirect e Scientific Electronic
Library Online (SciELO). A busca teve como palavras chaves: “HPV”, “Anchorage”,
“IRES”, “Cancer” e “Yeasts”, com adaptacbes dependendo da base de dados e
estratégia de combinacdo das palavras chaves para ampliagdo da busca por
material.

Definiu-se como pergunta norteadora: seria viavel a aplicagéo de leveduras
completas utilizando o sistema de ancoragem de antigenos como alternativa de
tratamento imunoterapico em pacientes com cancer HPV-relacionados?

A fim de avaliar a estratégia e relagao dos principais estudos clinicos sobre
a produgao de vacinas para o HPV e utilizando leveduras, foram aplicados os
seqguintes filtros: Yeast Vaccines, Cell Therapy e HPV-related cancers. Os estudos
identificados foram importados para a biblioteca do Zotero.

Foram incluidos elementos tendo inglés e portugués como idiomas e que
tratassem de aspectos relacionados a utilizacdo de leveduras completas no
processo de produgao vacinal para tratamento de canceres-HPV relacionados, a
metodologia de ancoragem de antigenos nas paredes dos microrganismos, analises
de estratégias vacinais e sobre a possivel utilizacdo de estruturas IRES na
construcao de um vetor de expressao.

Foram excluidos artigos duplicatas, resumos publicados em eventos
cientificos, trabalhos de conclusao de curso, teses, dissertagdes, artigos que nao
abordassem sobre a tematica em questédo. Apds a leitura e aplicagao dos critérios de

selecdo adotados, restaram 88 artigos para serem utilizados nesta revisao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tecnologias envolvendo os mecanismos de vacinagao estdao sempre em
desenvolvimento e sdo um foco de diversas pesquisas na area de saude. Devido a
isso, atualmente existem diversos sistemas e metodologias que podem ser utilizadas
para o desenvolvimento de estratégias vacinais e que abrem espago para inovagoes
dentro desse ramo, sejam essas inovacdes de forma a simplificar o processo de
producao vacinal, diminuir seu custo ou otimizar a apresentacédo dos antigenos para
o sistema imunoldgico. Dentre esses, as vacinas terapéuticas atraem uma atengao
especial quando se fala de metodologia paralela ao tratamento de canceres.

O tratamento de canceres HPV-relacionados abrange uma variedade de
abordagens terapéuticas que visam eliminar as células tumorais infectadas pelo
papilomavirus humano (HPV) e prevenir a recorréncia da doenga. As opg¢des
terapéuticas comuns incluem cirurgia, radioterapia e quimioterapia, muitas vezes
utilizadas em combinagado para melhorar os resultados clinicos (Chaturvedi et al.,
2011). A cirurgia é frequentemente realizada para remover o tumor primario e os
linfonodos regionais afetados, especialmente em estagios iniciais da doenca. A
radioterapia, por outro lado, utiliza radiacdo ionizante para destruir células
cancerigenas e é frequentemente empregada em canceres HPV-relacionados, como
os canceres de colo do utero e de orofaringe (Chera; Amdur, 2018). Além disso, a
quimioterapia pode ser administrada antes ou apds a cirurgia e/ou radioterapia para
eliminar células cancerigenas remanescentes e reduzir o risco de recorréncia da
doenca (Burmeister et al., 2022).

Recentemente, terapias imunoldgicas, como as vacinas terapéuticas e a
terapia com inibidores de checkpoint imunolégico, tém sido exploradas como opgdes
de tratamento promissoras para canceres HPV-relacionados, visando estimular o
sistema imunolégico do paciente a reconhecer e combater as células tumorais (Yang
et al., 2017). Essas vacinas sado projetadas para estimular uma resposta imune
adaptativa contra antigenos especificos associados ao HPV, como as proteinas E6 e
E7, que sédo expressas de forma persistente nas células tumorais (Rosales, 2014).
Ao induzir uma resposta imune direcionada contra esses antigenos, as vacinas
terapéuticas tém o potencial de eliminar seletivamente as células tumorais, retardar
o crescimento do tumor e prevenir a recorréncia da doenca (Yang et al., 2017).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado a eficacia das vacinas terapéuticas
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HPV-associadas na indugao de respostas imunes especificas e na melhoria dos
resultados clinicos em pacientes com canceres HPV-relacionados, como os
canceres de colo do utero e de orofaringe (Chera; Amdur, 2018; Yang et al., 2017).
Essas vacinas representam uma abordagem terapéutica inovadora e especifica, que
pode complementar ou até mesmo substituir as modalidades de tratamento
convencionais, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, oferecendo uma opg¢ao
de tratamento mais eficaz e com menos efeitos colaterais para os pacientes.

Os vetores vacinais desempenham um papel crucial no desenvolvimento
de vacinas eficazes contra uma variedade de patégenos, incluindo virus, bactérias e
parasitas. Esses vetores sdo sistemas de entrega projetados para transportar e
apresentar antigenos especificos ao sistema imunolégico, desencadeando uma
resposta imune protetora. Uma ampla gama de vetores vacinais tem sido explorada,
incluindo virus atenuados, virus replicativos recombinantes, vetores virais nao
replicativos, bactérias atenuadas e nanoparticulas sintéticas (Kim et al., 2021). Os
vetores virais, como adenovirus, poxvirus e virus do sarampo, sao frequentemente
utilizados devido a sua capacidade intrinseca de infectar células hospedeiras e
expressar antigenos estranhos de forma eficaz. Além disso, os vetores bacterianos,
como Bacillus Calmette-Guérin (BCG), tém sido amplamente empregados em
vacinas contra doengas como tuberculose e colera. Recentemente, nanoparticulas
sintéticas tém ganhado destaque como vetores vacinais devido a sua capacidade de
entregar antigenos de maneira precisa e controlada, além de sua versatilidade de
projeto (Ferrari, 2010).

Microrganismos como leveduras podem ser modificados para expressar
antigenos de interesse, os quais sdo entdo apresentados as células do sistema
imunoldgico, desencadeando uma resposta imune adaptativa. Além disso, a
facilidade de producédo em larga escala e o baixo custo tornam as vacinas baseadas
em leveduras uma opgao atraente para paises em desenvolvimento e regides com
recursos limitados (Karabalaei; Rezaee; Farsiani, 2020). No entanto, desafios como
a estabilidade dos antigenos expressos, a eficiéncia de entrega e a seguranga ainda
precisam ser abordados para otimizar o uso de leveduras como vetores vacinais.

A ancoragem de antigenos pode melhorar a eficacia da resposta imune,
promovendo a captagao pelas células apresentadoras de antigenos e a ativagao de
linfécitos especificos (Silva et al., 2023). Estudos tém demonstrado o sucesso desta

abordagem em varias aplicagdes além de seu uso em leveduras, incluindo o
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desenvolvimento de vacinas contra doencas infecciosas, cancer e alergias, bem
como terapias imunoldgicas para disturbios autoimunes e inflamatérios (lIsticato et
al., 2001; Li et al., 2022; Niu et al., 2015; Pfaar et al., 2018). Esta técnica envolve a
fusdo de antigenos de interesse a proteinas de superficie de leveduras, tais como a
proteina de superficie A (Agalp) de Saccharomyces cerevisiae ou proteinas de
ancoragem da membrana de Pichia pastoris. A exposi¢do dos antigenos na
superficie celular das leveduras facilita a sua captagao por células apresentadoras
de antigenos, tais como células dendriticas e macrofagos, promovendo a ativagao
de células T e a producado de anticorpos especificos (Kumar; Kumar, 2019). Estudos
tém demonstrado a eficacia desta abordagem em varias aplicagdes, incluindo o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra doencgas infecciosas e cancer, bem
como na engenharia de leveduras probidticas para a entrega de antigenos

intestinais (Zhang et al., 2022), como elucidado na Figura 4.

Figura 4 - Esquematizagao da ancoragem de antigenos em uma parede celular de levedura, como pode ser observado no

painel A, na parte esquerda. No painel B, é apresentada uma aproximagao para que se possa observar como é estruturado o

“gancho” utilizado para conectar o antigeno a parede celular.

E5 - HPV16 E7 - HPV16

Fonte: Autor

A utilizagdo da parede celular de levedura como plataforma vacinal
apresenta diversas vantagens. Em primeiro lugar, as leveduras sao organismos
seguros e nao patogénicos, o que minimiza o risco de efeitos adversos em
humanos. Além disso, as leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e Pichia
pastoris, sdo capazes de expressar e apresentar antigenos invasores de forma
eficaz as células do sistema imunoldgico, desencadeando uma resposta imune
adaptativa. Isso se deve a capacidade das leveduras de processar e apresentar
antigenos de maneira semelhante as células apresentadoras de antigenos do

sistema imunoldgico (Boder; Wittrup, 1997).
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Em adigdo, a utilizagdo de dupla ancoragem em leveduras representa uma
estratégia inovadora para o desenvolvimento de esquemas vacinais de tratamento
para canceres. Essa abordagem envolve a expressao de antigenos tumorais em
leveduras por meio de duas formas de ancoragem: a primeira ancoragem é
direcionada a parede celular da levedura, enquanto a segunda ancoragem é
direcionada a membrana plasmatica. Essa dupla ancoragem permite que o0s
antigenos tumorais sejam apresentados de maneira eficaz as células do sistema
imunoldgico, desencadeando uma resposta imune adaptativa direcionada contra as
células cancerosas. Estudos tém demonstrado que essa estratégia pode melhorar a
eficacia das vacinas terapéuticas contra o cancer, promovendo uma resposta imune
mais robusta e duradoura (Teymennet-Ramirez et all., 2022; Tran et al., 2009).

Existem diversas estratégias para ancorar mais de um antigeno na parede
celular de leveduras, visando a criacdo de vacinas multivalentes ou terapias
imunoldgicas mais eficazes. Uma abordagem comum envolve a fusao dos antigenos
de interesse a proteinas de ancoragem especificas da parede celular, como a
proteina Agalp de Saccharomyces cerevisiae ou proteinas de ancoragem da
membrana de Pichia pastoris. Essa fusdo permite que os antigenos sejam
apresentados na superficie da levedura de forma estavel e acessivel ao sistema
imunoldgico. Outra estratégia consiste na utilizagdo de sistemas de ancoragem
heter6logos, nos quais os antigenos s&do ancorados a parede celular de
microrganismos como virus, bactérias ou leveduras por meio de proteinas ou
dominios de ancoragem provenientes de organismos diferentes, como bactérias ou
fungos (Jacobs et al., 2009).

A utilizagao de elementos de resposta a IRES tem sido uma estratégia valiosa
para permitir a coexpressao de antigenos em vetores de expressido. Os elementos
de IRES sao sequéncias de RNA que permitem o recrutamento direto de ribossomos
através do RNA mensageiro (MRNA), permitindo assim a tradugéo cap-independent
de multiplos transcritos a partir de uma unica molécula de mRNA. Os IRES séao
predominantemente oriundos de virus de RNA de fita positiva, principalmente os
virus pertencentes as familias Picornaviridae e Flaviviridae. Por exemplo, os IRES
mais bem caracterizados foram identificados em virus como o virus da poliomielite, o
virus da hepatite C, o virus da encefalomiocardite e o virus da coriomeningite
linfocitica (Hellen; Sarnow, 2001; Malygin et al., 2013). Embora a maioria dos IRES

conhecidos tenha sido identificada em virus de RNA, também foram descobertos
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IRES em RNA bacteriano e até mesmo em genes celulares eucarioticos (Colussi et
al., 2015). No entanto, a maioria dos estudos e aplicagbes atuais dos IRES se
concentra nos IRES de origem viral devido a sua eficacia e versatilidade em
sistemas de expressao heterologa.

Essa capacidade de coexpressar multiplos genes a partir de um unico vetor
oferece uma vantagem significativa na construgdo de vacinas e terapias génicas,
permitindo a apresentagao eficiente de multiplos antigenos e a indugdo de uma
resposta imune mais ampla e especifica. Estudos tém demonstrado a eficacia dos
elementos de IRES em permitir a coexpressao de antigenos em uma variedade de
sistemas de expressao, incluindo sistemas baseados em virus, bactérias e leveduras
(Jangra; Yi; Lemon, 2010; Niu; Wu; Lian, 2023). Portanto, a utilizagado de elementos
de IRES representa uma estratégia promissora no desenvolvimento de vacinas e
terapias génicas que requerem a coexpressao de multiplos antigenos; a Tabela 4

apresenta os principais IRES explorados pela biociéncia.

Tabela 4 - Elucidacao das principais IRES utilizadas atualmente pesquisadas sobre seu uso em

leveduras e seus respectivos virus de origem.

IRES Origem
TEV Virus do Tabaco
PVY Virus Y da Batata
TRV-IGR Triatoma virus
crTMV Virus do Mosaico do Tabaco
RhPV Virus da Coriomeningite Linfocitica
KSHV Herpesvirus Associado ao Sarcoma de Kaposi

Fonte: Adaptado de Huang et al., 2019

A Figura 5 apresenta a metodologia proposta para a construcdo de um
esquema de vetor de expressdo englobando essas caracteristicas. Essa
metodologia é separada em clonagem dos genes alvo e construgdo do cassete de
expressao, os quais juntos vao formar o vetor de expressao que sera inserido dentro
da levedura. Em primeira instédncia deve-se escolher, isolar e clonar os genes que
irdo ser utilizados na produgéo vacinal, precisam ser genes capazes de gerar uma

resposta imune e que estejam interligados com o processo de carcinogénese, ao
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exemplo dos oncogenes E5, E6 e E7. Apds essa etapa, o foco se voltara na
construcdo de um vetor de expressao adequado para a estratégia escolhida, ou
seja, que seja capaz de produzir ancoragem de antigenos virais na superficie da
parede celular da levedura, essa ancoragem é possivel devido a insergdo no vetor
do gene responsavel pela produgcdo de proteinas da parede celular, como a
a-Aglutinina, uma proteina natural produzida por algumas leveduras responsavel por
gerar adesdo e agregacao de estruturas no microrganismo (Zhao et al.,, 2001).
Ademais, se faz necessario a presenga de um gene capaz de permitir a liberagéo
das proteinas recombinantes para que elas sejam levadas para a parede celular e
expostas a partir da fusdo com a a-Aglutinina. Para isso, pode-se usar um gene
codificador de sinal como o MF-a, uma proteina capaz de desencadear uma cascata
de eventos de sinalizagao resultando numa secrecdo de proteinas (Silva et al.,
2021). A estrutura final desse cassete de expressao pode ser visualizada na Figura
5.

Figura 5 - Esquematizacédo do processo de construgédo do cassete de expressao

Cassete de
expressao

MF-a

6xHIS
nsercao da IRES

—P , J. X -

Insercdo da a-aglutinina
. ' MF-a

6xHIS

IRES

nsercdo do MF-a

Gene 2

Fonte: Autor

Esta abordagem envolve a expressdo e exibicdo simultdnea de multiplos
antigenos na superficie celular ou na parede celular de leveduras, potencializando a

resposta imunoldgica contra diferentes patégenos ou variantes antigénicas de um
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mesmo patégeno. Ao combinar antigenos com diferentes alvos ou fungdes
especificas, como proteinas virais de diferentes cepas ou epitopos de um mesmo
patogeno, a dupla ancoragem permite a indugido de uma resposta imunologica mais
ampla e diversificada. Além disso, essa estratégia pode melhorar a estabilidade e a
integridade estrutural dos antigenos na superficie da levedura, aumentando sua
imunogenicidade, uma vez que sua exposicdo na superficie da levedura confere
uma matriz tridimensional que protege contra a degradagdo e aumenta a
imunogenicidade. Estudos recentes tém explorado a viabilidade e os beneficios da
dupla ancoragem de antigenos em leveduras, destacando seu potencial para o
desenvolvimento de vacinas mais eficazes e versateis (Cai et al., 2017; Lim et al.,
2017; Wang et al., 2016).
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6 CONCLUSAO

As leveduras possuem um bom historico de uso quanto a construgcdo a
expressao de proteinas recombinantes, assim como tem seu uso construgdo de
estratégias vacinais profilaticas. Através de pesquisas mais profundas quanto ao seu
papel no incentivo da resposta imunologica e aplicabilidade na industria vacinal, as
leveduras passaram de ser somente utilizadas de forma incompleta, na construcéo
de capsulas de entrega e produgao de biomassa, para serem utilizadas como uma
estrutura completa, o que diminui os custos de purificacdo e edi¢cao da estrutura do
microrganismo, possibilitando um maior barateamento no custo geral da produgao
vacinal, permitindo vacinas mais acessiveis para paises em desenvolvimento como
o Brasil. Todavia, se faz necessario pesquisas mais aprofundadas sobre a
capacidade de aumentar as proteinas secretadas pelas leveduras, aumentando mais
ainda o seu valor em producdo em larga escala. Além disso, também se faz
necessario uma melhora na capacidade das mesmas de produzir proteinas mais
complexas e maiores.

A construgdo de um vetor de expressao que se utiliza de dupla ancoragem
para a exibicdo de oncogenes diferentes na superficie celular de leveduras se
mostra uma ideia viavel e capaz de gerar uma resposta imune mais complexa e
potente, permitindo que o corpo produza uma estratégia de defesa que engloba mais
de um dos procedimentos carcinogénicos do HPV, reduzindo a chance de produgao
de células com defeitos genéticos ao mesmo tempo que combate a “homeostase”
cancerigena e a evasao imunoldgica conferida as células infectadas pelo virus.

Por fim, essa estruturacdo vacinal de dupla ancoragem em células de
leveduras inteiras abre parametros ndo somente para seu uso contra o virus HPV
como também gera a possibilidade de seu uso terapéutico para outros tipos de

canceres e infec¢des ocasionadas por diversos outros microrganismos.
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