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REGULATORIAS POLINUCLEOTIDICAS, SEQUENCIAS
REGULATORIAS POLINUCLEOTIDICAS, USO DAS SEQUENCIAS
REGULATORIAS POLINUCLEOTIDICAS, VETOR DE EXPRESSAO,
CELULAS TRANSFORMADAS OU TRANSFECTADAS, LARVAS DE
INSETO  TRANSFECTADAS, METODO PARA  PRODUZIR
PROTEINAS RECOMBINANTES, USO DO VETOR DE EXPRESSAQ
E USO DAS LARVAS DE INSETO. A presente invengao prové
promotores derivados de inseto para a expressdo de proteinas
estrangeiras em células de inseto. Na invengdo, sequéncias
regulatérias polinucleotidicas, as quais dirigem a expressdo das
proteinas majoritarias de inseto (hexamerinas) em estagios especificos
de evolugéao de larva, foram isolados a partir de insetos (Trichoplusia
ni). Ditas sequéncias regulatérias polinucleotidicas promovem a
expressao mais forte de gene estrangeiro no sistema baculovirus
quando comparada a do promotor convencional de poliedrina.
Adicionalmente, a combinagdo dos novos promotores derivados de
larva da invengdo com o promotor pL aumentou os niveis de
expresséo em baculovirus até 61%-375% (dependendo do tempo de
infeccdo) com relagdo aos baculovirus convencionais usados na
industria de biotecnologia. O promotor pB2 também dirige a expressao
génica em momentos prematuros quando comparado ao promotor de
poliedrina, sendo este aspecto uma grande vantagem para a proteina
correta.
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METODO PARA DESENVOLVER SEQUENCIAS REGULATORIAS
POLINUCLEOTIDICAS, SEQUENCIA REGULATORIA POLINUCLEOTIDICA E
USO DA MESMA, VETOR DE EXPRESSAO E USO DO MESMO, METODO PARA
OBTENGAO DE CELULAS TRANSFORMADAS E USO DAS MESMAS, METODO
PARA OBTENGAO DE LARVAS TRANSFECTADAS, INFECTADAS OU
TRANSFORMADAS DE UM INSETO E USO DAS MESMAS E METODO PARA
PRODUZIR PROTEINAS RECOMBINANTES

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo pode ser incluida no campo da
biotecnologia. A invencdo se refere a sequéncias regulatdrias
polinucleotidicas (talis como promotores) derivadas dos genes
da familia de hexamerina em insetos, e seu uso na expressdo de
proteina estrangeira em células de inseto e larva de inseto,

por exemplo, usando o vetor de expressdo de baculovirus.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O sistema de expressdo em célula baculovirus-inseto é versdtil
e amplamente usado para produzir proteinas heterdlogas (tanto
nativa quanto recombinante). Este sistema ¢é universalmente
reconhecido como um dos mais poderosos e versdteis para
produzir proteinas recombinantes de qualquer tamanho. Ele &
baseado em duas caracteristicas principais: elevados niveis de
expressdo de proteina alcancados e correto enovelamento das
proteinas para tornd-las bioativas, enquanto ocorre a maioria
das modificacdes pbés-traducdo de células de mamiferos.
Adicionalmente, os periodos de desenvolvimento deste sistema
sdo mais curtos e a estabilidade genética do virus
recombinante € muito alta. O genoma de baculovirus contém dois
promotores fortes denominados promotor de poliedrina (pL), que
€ o mais forte promotor conhecido entre os organismos
superiores, e o promotor pl0 (proteina pl0). O promotor PL

pode ser usado para controlar a expressdo de virtualmente
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qualgquer gene. Ele & muito répido e menos dispendioso para
engenheirar um baculovirus para a producdo de proteina do que
quaisquer outros sistemas avancados de produgdo baseados em
células transformadas de animal ou de animais transgénicos. No
entanto, os promotores anteriores comercialmente disponiveis
possuem algumas desvantagens, tal como um estdgio muito tardio
no qual eles promovem a expressdo génica. Nesse momento o
maquindrio celular é amplamente afetado e, entdo, a producdo
de proteinas heterdlogas expressadas em células de inseto pode
ser desigual devido ao incompleto processamento e agregagdo.
Estas limitacdes podem ser devidas a deterioragdo de fatores
celulares do hospedeiro a medida que a infecc8o viral avanca.
De modo a resolver tal problema, a invengdo sugere o uso de
promotores prematuros com expressdo estdvel, os guais sdo pelo
menos tdo fortes gquanto o promotor de poliedrina, como uma
muito interessante opcdo para compensar oOs efeitos de
degradacdo da célula do hospedeiro e, ao mesmo tempo, para
alcancar elevados niveis de expressdo de proteinas
heterdlogas. A presente invencdo quer chamar atenc¢do para o
fato de que a transic8o da forma larva (imatura) para a de
adulto (madura) ¢é acompanhada pela ativacdo e supressdo de
inumeros genes em varios tecidos (desenvolvimento metamdérfico
de inseto). Entre as proteinas associadas a metamorfose hd uma
familia conhecida como hexamerinas que sdo expressadas a um
nivel muito alto durante o Ultimo instar. Essas proteinas sd&o,
em sua maioria, proteinas de reserva hemolinfa que sdo usadas
durante o desenvolvimento pds-larval. O mais alto nivel das
hexamerinas pode ser observado durante as primeiras 48 horas
do quinto instar, cerca de umas quatro vezes mais tarde do que
aquele periodo (Figura 1). Na presente invencdo, foi
desenvolvida uma familia de promotores a ser usada na
expressdo de proteinas estrangeiras partindo das sequéncias

que codificam a familia acima mencionada de proteinas-de-
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larvas. Portanto, a presente invencdo prové o0s promotores pBl
(SEQ ID NO: 1) e pB2 (SEQ ID NO: 2), o0s quais sdo prematuros e
mais fortes quando comparados aos promotores usados no estado
da técnica. Na presente invengdo, foram isolados promotores
que podem dirigir a expressdo da maioria das proteinas de
inseto em estdgios especificos da evolugdo larval. Eles se
originam da sequéncia que codifica as proteinas hexamerinas em
larvas e podem ser usados para construilr qualgquer vetor de
expressdao (tal como vetores de expressdo de baculovirus) de
modo a expressar proteinas heterdlogas em diversas células de
inseto, preferencialmente sfo ou sf21 de Spodoptera
frugiperda. Sequéncias regulatdérias similares aquelas que
constituem esses novos promotores j& foram caracterizados em
larvas de lepiddptera, mas nunca antes usados no sistema de

expressdo de baculovirus.

DESCRICAO DA INVENCAO

Breve Descrigdo da Invencdo

Portanto, a presente invencdo prové sequéncias regulatdrias
polinucleotidicas, tais como pBl (SEQ ID NO 1) e/ou pB2 (SEQ
ID NO 2), oriundas das sequéncias que regulam a expressdo da
familia de genes da haxamerina. Essas proteinas mostram a mais
alta expressdo durante o gquinto instar, a uma percentagem
muito alta apdés as 48 horas deste periodo de desenvolvimento
larval, apresentando uma acumulacdo muito rdpida em um curto
periodo de tempo (Figura 1l). Estas caracteristicas sugerem gue
a expressdo dessas proteinas é dirigida por promotores fortes
que podem ser usados para gerar baculovirus mais eficientes ou
quaisquer outros vetores de expressdo e, portanto, para
otimizar a expressdo de proteinas heterdlogas. No caso de
sistemas de expressdo de baculovirus, uma atividade prematura

do promotor ¢é especialmente relevante no caso de proteinas
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focalizadas em rotas de secrecdo, que, de outra forma, seria
afetada por mudancas em ambos, o magquindrio celular pds-
traducdo e rota de secrecdo em estdgios tardios de infeccgdo do

baculovirus.

As sequéncias dos promotores da invencdo sdo oriundas das
sequéncias que regulam a expressdo dos genes da familia de
hexamerina (BJHSPl1 e BJHSP2), mas tendo algumas mutag¢des ndo
compreendidas nas sequéncias regulatdrias nucleotidicas
originais de ditos genes da familia da hexamerina. Ditas
hexamerinas foram isoladas de larvas de Trichoplusia ni (T.
ni) e identificadas em uma banda de 80 kDa por andlise por
espectrometria de massa (Figura 2). Depois que as proteinas
foram identificadas, os genes codificantes das mesmas foram
isoclados, bem como as sequéncias a montante contendo seus
respectivos promotores. Os primers usados para amplificar cada
promotor original sdo especificados nesta patente. Os primers
caracterizados pela SEQ ID NO: 3 e 4 foram usados para
amplificar o promotor original que finalmente deriva no
promotor pBl (SEQ ID NO: 1). Os  primers caracterizados pela
SEQ ID NO: 5 e 6 foram usados para amplificar o promotor

original que finalmene deriva no promotor pB2.

A principal vantagem dos promotores da invencdo, especialmente
o pB2, é que eles produzem uma expressdo prematura e mais
forte da proteina de interesse quando comparados com OS
promotores muito tardios conhecidos, usados atualmente em

sistemas de expressdo de baculovirus.

Em uma concretizacdo preferida, a presente invencdo também
inclui a combinacdo dos promotores da invencdo pBl e pB2
(preferencialmente pB2) com qualgquer outro promotor, por

exemplo, pL ou pl0 (preferivelmente pL). Surpreendentemente,
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gquando tal combinacdo foi executada, foi alcancado um efeito
sinergistico. Quando um vetor de expressd3o de baculovirus
compreendendo um promotor pLpB2 foi testado, os niveis de
expressdo das proteinas de interesse foram aumentados em até
61%-375% (dependendo do tempo de infecg¢do) com relagdo aoc uso
do promotor pL sozinho. Esta concretizacdo € muito importante
para os propdsitos da presente invencdo porque o promotor pL

é, atualmente, geralmente usado na industria biotecnoldgica.

Em outra concretizacgdo preferida, a presente invencdo também
se refere a combinag¢do do promotor da invencdo (pBl e pB2) dos

mesmos: pBl-pBl, pB2-pB2 e pBl-pB2.

Ndo foi detectada nenhuma atividade dos promotores da invencédo
em células de mamiferos. Entd3o, a presente invencdo também
prové doils promotores seguros para o desenvolvimento de

baculovirus recombinantes.

Portanto, a presente invencdo elucida (ver a descricgéo
detalhada da invencédo) o) fato de que as sequéncias
regulatdérias polinucleotidicas (promotores), mais eficazes do
que aqueles compreendidos no estado da arte, podem ser

derivadas de qualquer sequéncia polinucleotidica localizada a
montante dos quadros abertos de leitura dos genes que
codificam as proteinas da familia de hexamerina. Portanto,
qualquer sequéncia regulatdria polinucleotidica derivada de
qualquer sequéncia polinucleotidica localizada a montante dos
quadros abertos de leitura dos genes que codificam as
proteinas da familia da hexamerina podem estar incluidas no

objetivo da presente invencédo.

Somente para o propdésito da presente invencdo, os seguintes

termos sd3o definidos como:
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Sequéncia regulatdria polinucleotidica: é uma regido

de DNA, geralmente localizada a montante (em direcédo
a regido 5’ da fita sense) de um gene, que permite a

transcricdo do gene.

Vetor de expressdo: veiculo usado para transferir

material genético exdégeno para dentro de uma célula.
Este vetor contém as sequéncias regulatdrias
necessdrias para dirigir a transcricdo e traducdo de
um gene ou genes clonado(s) e, assim, transcrever e
clonar o DNA. Vetores de expressdo de baculovirus

foram preferencialmente usados na presente invencédo.

Baculovirus: é uma familia de virus infecciosos para

invertebrados, principalmente infectantes de insetos

e de artrdpodes.

DNA recombinante: é uma forma de DNA artificial que é

engenheirado através da combinacdo ou insercdo de uma
ou mais fitas de DNA, combinando, por esse meio, DNA
que normalmente nido ocorreria junto. 0 DNA
recombinante €& produzido através da adicdo de DNA

relevante ao genoma de um organismo existente.

Proteinas recombinantes: proteina codificada por um

DNA recombinante.

Expressdo prematura: este termo se refere ao momento

no qual os promotores comecam a expressar as
proteinas de interesse. Na presente invencdo, este

momento comec¢a a 16 horas pds-infeccdo.
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= EXpressdo mais forte: este termo se refere a

expressdo de qualquer proteina de interesse em niveis
iguais ou superiores quando comparados aos niveis de
expressdo encontrados por meio dos promotores de

baculovirus convencionais pl0 ou pL.

= Proteina de interesse: proteinas que podem ser usadas

para o beneficio de humanos e animais e que podem ter

aplicacdo industrial, comercial ou terapéutica.

= Biofébrica: células ou organismos geneticamente

modificados ou ndo que podem produzir proteinas em
uma razdo de escala industrial com inumeras
aplicacdes incluindo propdsitos terapéuticos
(inibidores, enzimas, anticorpos, antigenos, etc.) ou
produtos primdrios ou secundarios de interesse

comercial.

= Fragmento parcial: esta expressdo se refere a

qualgquer fragmento parcial derivado das sequéncias
regulatdérias polinucleotidicas da invencdo tendo as
mesmas propriedades melhoradas: prematuro e mais
forte quando comparado com agueles compreendidos no

estado da técnica.

Descricgdo das Figuras

Figura 1: mostra a auséncia de uma banda de 80 kDa, a qual
serd abaixo identificada como hexamerinas, nos primeiros
quatro estdgios de evolucdo das larvas Trichoplusia ni (A) e
sua presenca apds dois dias no quinto instar larval (B). O
painel C mostra a quantificacdo de densimetria desta banda

durante os 6 primeiros dias do quinto instar larval.
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Figura 2: esquema de identificacdo por andlise de

espectrometria de massa da banda de 80 kDa.

Figura 3: vetores de expressdo gerados, portando as sequéncias
de promotor pBl ou pB2 sozinhos ou pB2 em conjuncdo com a

sequéncia pL (pLpB2).

Figura 4: células de inseto sf21 e larvas de inseto
expressando a proteina fluorescente verde (GPF) sob o controle
de diferentes promotores (pBl, pB2, pL e pLpB2) apds infeccgdo
com baculovirus recombinante em diferentes momentos. Na figura

estdo retratadas larvas apds 72 horas de infeccédo.

Figura 5: expressdo de GFP pelo uso de diferentes promotores
inseridos em vetores de baculovirus (pBl, pB2, pL e pLpB2) em
diferentes momentos de pds-infeccdo (16-72 horas) e detectada
por Western blot (A). A proteina recombinante foi quantificada
por densitometria das bandas de GFP (B) ou por fluorometria de

extratos de células (C).

Descricdo Detalhada da Invencgdo

A presente invencgdo prové sequéncias regulatdrias
polinucleotidicas, tais como os promotores pBl e pB2
caracterizados, respectivamente, pela SEQ ID NO: 1 e a SEQ ID
NO: 2, e derivados de sequéncias polinucleotidicas localizadas
a montante dos quadros abertos de leitura dos genes que
codificam as proteinas da familia de hexamerina em larvas de
inseto. A presente invencdo ainda se refere ao uso de
sequéncias de um polinucleotideo de regulacdo para construir
vetores de expressdo de insetos tal como Baculovirus e para
expressar proteinas heterdlogas em células, preferencialomente

células de inseto. As sequéncias dos promotores pBl e pB2 sdo
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oriundos das hexamerinas de T.ni BJHSP1 e BJHSP2
respectivamente, as quais sdo expressadas em nivel elevado
durante o quinto instar e com atividade de transcrigdo muito

alta durante as primeiras 48 horas deste periodo (Figura 1).

A sequéncia pBl é compreendida por 1057 nucleotideos (SEQ ID
NO 1) e derivada da regido 5’ a montante do cdédon de iniciacdo
do gene codificante da proteina BJHSP1 a qual é a proteina
Bésica 1 reprimivel pelo hormdnio juvenil. A sequéncia foi
amplificada a partir do DNA gendmico de T.ni pelo uso de dois
primers especificos: SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4. O fragmento

foi depois clonado no vetor comercial pGEM-Teasy (Promega).

As sequéncias de pBl e de pB2 foram extraidas de pGEM-Teasy
com as enzimas BamHI e Sphl e clonadas naqueles sitios no
plasmideo comercial dual pFasTBac (INVITROGEN). Este vetor
dual pFasTBac aberto com as mencionadas enzimas possui as
sequéncias do promotor de baculovirus eliminadas (os vetores
obtidos foram denominados de: pFBpBl e pFBpB2).Todos eles
apresentam um sitio de clonagem para introduzir o c¢DNA de
interesse. Estes foram wusados para gerar os Dbaculovirus
recombinantes que sdo capazes de infectar e replicar em
células de inseto e 1larvas de inseto. Adicionalmente, a
sequéncia pB2 foi extraida por digestdo com as enzimas de
restrigcdo NotI e PstI (ambas sitios de restricdo oriundos do
vetor pGemT easy) e clonada nos mesmos sitios de restricdo no
vetor comercial pFasTBacl (INVITROGEN), depois a sequéncia de

promotor pL. O vetor obtido foi denominado de: pFBpLpB2.

Portanto, a primeira concretizacdo da presente invencdo se
refere a um método para desenvolver sequéncias de
polinucleotideo regulatdrias de expressdo: SEQ ID NO: 1 (pBl)

and SEQ ID NO: 2 (pB2). Ditos métodos compreendem o isolamento
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de qualgquer sequéncia de polinucleotideo localizado a montante
dos quadros abertos de 1leitura dos genes que codificam as
proteinas da familia de hexamerina. Depois que as sequéncias
regulatdérias polinucleotidicas foram sequenciadas, elas foram

amplificadas por meios convencionais.

Em uma concretizacdo preferida da presente invencdo, a
sequéncia polinucleotidica a montante dos quadros abertos de
leitura de hexamerina pertence a um inseto, preferencialmente

Trichoplusia ni.

A segunda concretizagcdo da presente invencd3o se refere as
sequéncias regulatdrias polinucleotidicas: SEQ ID NO: 1 (pBl),
SEQ ID NO: 2 (pB2), ou qualquer fragmento parcial das mesmas,
caracterizadas por compreender qualguer sequéncia derivada de
qualquer regido nucleotidica regulatdria localizada a montante
dos quadros abertos de leitura dos genes que codificam as
proteinas da familia de hexamerina. Essas sequéncias de
promotor apresentam motifs de DNA regulatdrios envolvidos na
modulacédo da atividade de transcrigédo. Portanto, essas
sequéncias podem ser reguladas por hormdénios durante o
desenvolvimento de larva, por outros sinais e também
potencialmente em culturas de célula no contexto de vetores de

expressao.

Em uma concretizacdo preferida, as sequéncias regulatdrias
polinucleotidicas da invencdo: SEQ ID NO: 1 (pBl) e SEQ ID NO:
2 (pB2) estdo combinadas com outras sequéncias regulatédrias
polinucleotidicas, preferivelmente o promotor pL (promotor da
proteina poliedrina) ou pl0 (promotor da proteina pl0) dando
origem a diferentes combinacgfes: pLpB2, pLpBl, plOpB2 e

plOpBl. A invencd@o prové uma sequéncia de promotor muito forte
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quando a sequéncia pL (promotor de poliedrina) é combinado com

a sequéncia de pB2.

Em outra concretizacdo preferida, as sequéncias regulatdrias
polinucleotidicas da invencdo: SEQ ID NO: 1 (pBl) e SEQ ID NO:
2 (pB2) sd8o combinadas entre si dando origem a diferentes
combinac¢des: pBlpB2, pBlpBl (repetida pelo menos duas vezes) e
pPB2pB2 (repetida pelo menos duas vezes). Tem sido demonstrado
que promotores localizados sequencialmente aumentam a

eficiénecia de expressdo de proteina recombinante em bactérias

e plantas (Il'ichev AA et al., Genetika. 1987 23:197-201; Kay
R et al., Science. 1987 Jun 5;236(4806) :1299-1302).

A terceira concretizacdo da presente invencdo se refere ao uso
de qualgquer uma das sequéncias regulatdrias polinucleotidicas
acima mencionadas para construir vetores de expressdo,

preferivelmente um baculovirus ou um plasmideo.

A gquarta concretizacdo da invencdo se refere a vetores de
expressdo caracterizados pelo fato de compreender qualquer uma
das sequéncias regulatdrias polinucleotidicas acima explicadas
e pelo menos uma sequéncia codificante de uma proteina de
interesse. Em uma concretizacdo preferida, o vetor ¢é um

baculovirus ou um plasmideo.

A quinta concretizacdo da presente invencd3o se refere a
células transformadas, transfectadas pelo vetor de expressdo
ou infectadas com um virus recombinante usado como um vetor
como descrito no pardgrafo anterior. Em uma concretizacdo
preferida, as células s&8o células de inseto preferivelmente

sf9 ou sf21 de Spodoptera frugiperda.
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A sexta concretizacdo da presente invencdo se refere a larvas
de inseto transformadas, transfectadas ou infectadas com os

acima mencionados vetores de expressé&o.

A sétima concretizacdo da presente invencdo se refere a um
método para produzir proteinas recombinantes em células de
inseto ou larvas de inseto com os acima mencionados vetores de
expressdo e a extracdo e purificacdo da proteina recombinante

de interesse por meios convencionais.

A oitava concretizacdo da presente invencd3o se refere ao uso
de dito vetor de expresséao para produzir proteinas

recombinantes.

A nona concretizagdo da presente invencdo se refere ao uso de

ditas células para produzir proteinas recombinantes.

A Ultima concretizacdo da presente invencdo se refere ao uso
de ditas larvas de inseto como uma biofdbrica para produzir

proteinas recombinantes.

Depdésito de Microrganismos de acordo com o Tratado de
Budapeste

Plasmideos foram depositados Jjunto a Colecdo de Tipo de
Cultura da Espanha (Spanish Type Culture Collection (CECT);
Universidade de Valéncia, Espanha, tendo numero de acesso CECT

7431, na data de 2 de julho de 2008.

EXEMPLOS

Esta invencdo € mais bem ilustrada pelos exemplos a seguir, os
quais ndo devem ser interpretados como sendo uma limitacdo

imposta ao escopo da mesma. Ao contrdrio, € preciso que fique
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claramente entendido que outras concretizac¢des, modificacdes e
equivalentes da mesma podem ser usados, o0s quais podem estar
sugeridos nesta descricdo para uma pessoa versada na técnica
sem se afastar do espirito desta invencdo e/ou do escopo das

reivindicag¢des anexas.

Os exemplos da presente invencdo mostram a expressdo de
proteina que acontece em um momento prematuro de pds-infecgdo
quando comparada com agquela em que promotores convencionais
foram usados. Além disso, no caso das sequéncias de promotor
pB2 e pLpB2, o0s niveis de expressdo foram mais altos quando
comparados aqueles encontrados no estado da técnica (promotor
pL) em ambos os momentos de pdés-infeccdo, prematura e tardia.

Exemplo 1: a proteina de fluorescéncia verde (GFP) é

expressada pelos promotores de inseto da invencédo

Clonagem da GFP

A GFP extraida a partir do plasmideo pFBpLGFP por meio da
enzima de restricdo SphIl foi clonada no sitio de restricédo
SphI dos plasmideos pFBpBl ou pFBpB2. Os plasmideos doadores-
de-expressdo obtidos foram denominados pFBpBlGFP e pFBpB2GFP,
respectivamente. Em todos os <casos a sequéncia pL foi
eliminada, de modo que a expressdo de GFP foi somente devida
somente a atividade dos promotores dos diferentes insetos por

si (Figura 3).

Por outro lado, o promotor pB2 flanqueado pelos sitios de
restricdo NotI e PstlI foi ligado ao pFBpLGFP também aberto
pelas mesmas enzimas de restricdo. Os plasmideos doadores-de-

expressdo obtidos foram denominados pFBpLpB2GFP e continham o
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gene codificante de GFP sob o controle do promotor duplo pL e

pB2 (Figura 3).

Construcgdo dos Vetores de Expressdo GFP-Baculovirus

Os plasmideos resultantes foram caracterizados por
sequenciamento automatizado e usado para gerar os baculovirus
recombinantes BacpB2GFP, BacpBIGFP e BacpLpB2GFP usando o
sistema de expressdo de Baculovirus Bac-to-Bac® (Invitrogen,
USA) seguindo as instrucgdes do fabricante. Resumidamente, os
plasmideos doadores-de-expressdo resultantes foram usados para

transferir células de DH10Bac™ E. coli para a transposicdo no

bacmideo recombinante. Um ug de cada bacmideo foi usado para
transfectar 1 x 10° células sf21 de Spodoptera frugiperda
usando o Reagente Cellfectin®. O estoque viral Pl foi obtido
apés 72 horas de incubacdo a 27°C. O Dbaculovirus foi
amplificado seguindo as instrucgdes do fabricante. As células
de inseto sf21 foram deixadas a crescer em Meio de Inseto BD
BaculoGold™ TNM-FH (BD Biosciences) suplementado com 50 mg/mL
de gentamicina. O baculovirus BacpLGFP, previamente gerado em
nosso laboratdério, foi obtido seguindo idéntico protocolo pelo

uso do plasmideo pFBpLGFP.

Inoculacdo em Célula de Inseto

Células foram depois infectadas a wuma multiplicidade de
infeccdo de 0,1 pfu e as células foram agregadas em pellets a
16h, 24h, 48h ou 72h pds-infecgdo por centrifugacdo a 2000 rpm

por 5 minutos.

As células infectadas foram também fotografadas em diferentes
momentos de pds-infeccdo em um microscdpio de fluorescéncia e

as fotografias s3o mostradas na Figura 4. E digna de nota a
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atividade prematura (comecando a 16 horas pds-infeccdo) das
sequéncias de promotor pB2 e pLpB2 e também a forca de ambas
quando comparadas com o promotor pL, mesmo nos estdgios
tardios de infeccdo (48h e 72h pds-infecgdo). O promotor pBl
apresenta também atividade, apesar de n3o ser t3o forte quanto

a dos promotores pB2 ou pL.

Condi¢bes de Crescimento de Inseto e Inoculacdo

Larvas de Trichoplusia ni de quinto-instar foram injetadas com
os baculovirus recombinants préximo a falsa pata de lagarta
(na frente da cavidade corpdérea) usando 10%-10° pfu/dose de
larva. As larvas infectadas foram mantidas em cémaras de
crescimento a 28°C e coletadas a 72h. O painel inferior da
Figura 4 mostra que os promotores pBl (baixa), pB2 e a
combinacdo de pL e pB2 apresentam atividade em larvas de

inseto pela -expressdo da proteina GFP em tecidos de larvas.

Preparacdo dos Extratos de Proteina

Cc

élulas em forma de pellets oriundas de uma placa de pocos P6
(2x10° células/poc¢o foram infectadas a 0,1 pfu/poco) foram
ressuspensas em 30 pl de NaCl 150 mM, NP-40 a 1%, SDS a 0,1 %,
Tris 50 mM pH 8, inibidores de protease (complete®, Roche), 2-
mercaptoetanol (tampdo RIPA), mantidas em gelo por 30 minutos
e clarificadas por centrifugagdo a 2000 g por 5 minutos a 4°C

para remover restos celulares.

Andlise dos Extratos de Proteina

40 pg de proteinas soluveis totais (TSP) foram separados sobre
géis de poliacrilamida e SDS a 12% (p/v). As proteinas foram

coradas com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad) ou
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transferidas para a superficie de membranas de nitrocelulose
(Hybond C, GE Healthcare), blogqueadas durante a noite em PBS
com Tween 20 a 0,1% (v/v) (PBS-T) e leite desnatado a 4% (PBS-
TM), e incubadas por 1 h com anticorpo primdrio GFP (Chemicon)
diluido a 1:1000 e anticorpo primdrio Actine (Sigma) diluido a
1:500 em PBS-TM. Apds 2 lavagens de 10 minutos em PBS-T, as
membranas foram incubadas por 1 h com uma diluicgdo a 1:2000 de
conjugado peroxidase-anti-mouse IgG ou anti-rabbit IgG (GE
Healthcare) diluido em PBS-TM. Apds lavagem, foi detectado o
sinal especifico usando o sistema ECL Avancado (GE Healthcare)

de acordo com as instrucg¢des do fabricante.

A andlise realizada por Western Dblot produziu os resultados
mostrados na Figura 5. Mais uma vez ficou demonstrado que os
promotores pB2 e pLpB2 apresentaram uma atividade prematura e
mais forte quando comparada a do promotor pL (Figura 5). A
densitometria das bandas especificas de GFP foi medida pelo
uso do programa TINA 2.0 e usando a banda de actina para

normalizar os resultados.

Ensaios de Fluorometria

A emissdo de 40 ng de TSP foi medida a 535 nm apds ter sido
excitada a 485 nm usando um fluorimetro GENIOS. Cada valor foi
tomado por medicdo de cada extrato por trés vezes. Os
resultados estdo mostrados na Figura 5C. Mais uma vez, um
efeito sinergistico da sequéncia de pL colocada a montante de
5’ do promotor pB2 foi claramente observado, com acréscimos de
producdo de proteina variando de 61% a 375%, dependendo do
tempo de péds-infeccdo com relagcdo ao promotor pL sozinho

(Figura 5).
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REIVINDICAGOES

1. Método para desenvolver sequéncias regulatdrias

polinucleotidicas caracterizado pelo fato de compreender:

a. isolar e amplificar a SEQ ID NO: 2 (pB2), localizada a
montante dos quadros abertos de leitura dos genes que
codificam as proteinas da familia de hexamerina por

meios convencionais;

b. combinar a SEQ ID NO: 2 (pB2) com o promotor da proteina
poliedrina (pL).

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo

fato de que a amplificacgdo da SEQ ID NO: 2 (pB2) € executada
pelo uso dos primers ID NO: 5 e SEQ ID NO: 6.

3. Método de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado pelo
fato de que as sequéncias regulatdrias polinucleotidicas

pertencem a larvas de um inseto.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo

fato de que a larva de inseto é Trichoplusia ni.

5. Sequéncia regulatdéria polinucleotidica caracterizada pelo
fato de compreender a sequéncia de pB2 (SEQ ID NO: 2) e a

sequéncia do promotor da proteina poliedrina (pL).

6. Sequéncia regulatdéria polinucleotidica de acordo com a
reivindicagcdo 5, caracterizada pelo fato de que compreende a
sequéncia de pB2 (SEQ ID NO: 2) repetida pelo menos duas

vezes.

7. Uso das sequéncias regulatdrias polinucleotidicas de acordo
com as reivindicagdes 5 ou 6, caracterizado pelo fato de ser

para a construg¢do de vetores de expressédo.
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8. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo
fato de dito vetor de expressdo ser um virus, preferivelmente

um baculovirus.

9. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo

fato de dito vetor de expressdo ser um plasmideo.

10. Vetor de expressdo caracterizado pelo fato de compreender
as sequéncias regulatdrias polinucleotidicas de acordo com as
reivindicacBes 5 ou 6 e pelo menos uma sequéncia codificante

de uma proteina de interesse.

11. Vetor de expressdo de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado pelo fato de que ele é um virus,

preferencialmente um baculovirus.

12. Vetor de expressd@3o de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado pelo fato de que ele é um plasmideo.

13. Método para obtencao de células transformadas,

caracterizado pelo fato de que compreende:

a. transformar ou transfectar uma célula com o vetor de

expressdo de acordo com as reivindicacdes 10 a 12;

b. cultivar a célula transformada sob condicg8es de

crescimento celular.

14. Método de acordo com a reivindicacd8o 13, caracterizado pelo
fato de que as células sdo células de insetos, de preferéncia,

sf9 ou sf2l1 oriundas de Spodoptera frugiperda.

15. Método para obtencdo de larvas transfectadas, infectadas ou
transformadas de um inseto, caracterizado pelo fato de que

compreende:
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a. transformar, transfectar ou infectar as larvas do inseto
com o vetor de expressdo de acordo com as reivindicacgdes

10 a 12;

b. incubar as larvas tranformadas, transfectadas ou

infectadas do inseto sob condig¢les adequadas.

16. Método para produzir proteinas recombinantes caracterizado
pelo fato de compreender a inoculacd3o ou transfeccdo de
células de inseto ou larvas de inseto com o vetor de expressdo
das reivindicag¢bes 10 a 12 e a extragcdo e purificacdo da

proteina recombinante de interesse por meios convencionais.

17. Uso do vetor de expressdo das reivindicagdes 10 a 12
caracterizado pelo fato de ser na producdo de proteinas

recombinantes.

18. Uso das células obtidas pelos métodos de acordo com as
reivindicagdes 13 ou 14, caracterizado pelo fato de ser na

producdo de proteinas recombinantes.

19. Uso das larvas de inseto obtidas pelo método de acordo com
a reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de ser como uma

biofdbrica para producdo de proteinas recombinantes.



1/5

FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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RESUMO

METODO PARA 'DESENVOLVER SEQUENCIAS REGULATORIAS

POLINUCLEOTIDICAS, SEQUENCIAS REGULATORIAS POLINUCLEOTIDICAS,

USO DAS SEQUENCIAS REGULATORIAS POLINUCLEOTIDICAS, VETOR DE
EXPRESSAO, CELULAS TRANSFORMADAS OU TRANSFECTADAS, LARVAS DE
INSETO TRANSFECTADAS, METODO  PARA PRODUZIR PROTEINAS
RECOMBINANTES, USO DO VETOR DE EXPRESSAO' E USO DAS LARVAS DE .
INSETO ' "

A presente ihvenc3o prové promotores derivados de inseto para

r'd 3 * e » /
a expressdo de proteinas estrangeiras em células de inseto. Na

" invencgdo, sequéncias regulatdérias polinucleotidicas, as quais

dirigem a expressdo das proteinas majoritdrias de inseto-

(hexamerinas) em estdgios especificos de evolugdo de- larva,

foram’isola@os a partir de insetos (Trichoplusia ni). Ditas
sequéncias regulatdrias polinucleotidicas promovem a expressdo
mais forte de gene estrangeiro no sistema baculovirus gquando

comparada ‘a do = promotor  convencional de poliedrina.

Adiciondlmente, a combinacgdo dos novos promotores derivados de

larvatr.da invencdo. com o ;proﬁotoz; pL aumentou os niveis de
expressao em~bacﬁlovirus.a£é 61%-375% (dependendo do- tempo de
infecgdo) com relgcéo aos baculovirus convencionais usados na
inddistria de»‘biotecnblogigu e promotor pB2 também dirige a
expreséao ~génica em momentos preﬁa;ur057 quando - COmparado "ao
pfomotor de po1iedrina,'sendo/éste aspecto. uma grande vantagem

para a proteina correta.

»
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