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RESUMO

COIMBRA, EC. Desenvolvimento de Estratégias Vacinais contra o Cancer de Colo de Utero
baseadas em ‘“Virus-Like Particles” e Imunizacdo Genética. 2012. Tese. Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O céncer cervical é considerado o segundo tipo de tumor a ocasionar maior nimero de mortes
entre as mulheres no mundo, e a infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) é a principal
causa relacionada com o desenvolvimento desta neoplasia. No Brasil, o cancer cervical
produz uma média de 2,5 0bitos/100.000 individuos. Atualmente existem duas vacinas no
mercado, baseadas em “Virus-Like Particles” (VLPs), mas o alto custo inviabiliza seu uso
pelos paises em desenvolvimento. As VLPs de HPV sdo produzidas a partir da proteina
capsidial L1, contra a qual é conferida forte imunidade humoral. Uma estratégia vacinal
orientada para a prevencdo do cancer cervical em humanos € muito importante para a saude
publica, no entanto, como h& muitas pessoas ja infectadas pelo HPV, uma abordagem
terapéutica se torna necessaria. Neste trabalho foi proposta a expressao do gene L1 de HPV-
16 em células da levedura Pichia pastoris, como base de uma estratégia preventiva e a
construcdo de uma vacina de DNA baseada na proteina E5 do HPV-16, identificada como
potencial antigeno tumoral para terapia do cancer. O gene L1 otimizado de HPV-16 foi
clonado em vetor de expressdéo pPGK para integracdo no genoma de P. pastoris, sua
transcricdo foi confirmada por RT-PCR e a expressdo da proteina detectada por dot blot,
colony blot e western blot. A vacina de DNA foi construida pela insercdo do gene E5 de
HPV-16 otimizado e adicionado do epitopo AU1, no vetor pCineo. Para estudo inicial da
funcionalidade da construgdo vacinal pCl-E5sintH16, foi realizada uma andlise in vitro em
células HEK-293, através de RT-PCR e western blot. O estudo do gene E5 de HPV

como antigeno terapéutico, apesar de pouco explorado ainda, € bastante relevante.

Palavras-Chave: Papilomavirus Humano; Virus-Like Particle; gene E5, vacina de DNA.



ABSTRACT

COIMBRA, EC. Development of Vaccine strategies against cervical cancer based on Virus-
Like Particles and Genetics Immunization. 2012. Thesis. Federal University of Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil.

Cervical cancer is the second type of tumor to cause deaths among women worldwide. The
infection of human papillomavirus (HPV) is the leading cause related to the development of
this neoplasia. In Brazil, cervical cancer produces an average of 2.5 deaths per 100.000
individuals. There are currently two vaccines on the market, based on Virus-Like Particles,
but the high cost (U.S. $ 350.00) prevents its use by developing countries. HPV VLPs are
formed from the L1 capsid protein, against which it is given strong humoral immunity. A
targeted vaccination strategy for the prevention of cervical cancer in humans is very
important to public health; however there are many people already infected with HPV, and
therefore a therapeutic approach is needed. In this study was proposed the expression of the
L1 gene of HPV-16 in Pichia pastoris yeast cells as the basis for a preventive strategy and
the construction of a DNA vaccine based on the HPV-16 E5 protein, identified as a potential
tumor antigen for cancer therapy. The optimized L1 gene of HPV-16 was cloned into the
expression vector pPGK for integration into the genome of Pichia. The transcript of this gene
was confirmed by RT-PCR and L1 protein expression detected by dot blot, colony blot and
western blot. The DNA vaccine was constructed by cloning the optimized E5 gene of HPV-
16, with the inserted AUL epitope, in the pClneo vector. In vitro analysis were performed
with HEK-293 cells transfected with the PCI-E5sintH16 vector, including RT-PCR and
western blot for the initial evaluation of DNA vaccine functionality. The study of the cancer

therapy with the E5 gene of HPV-16 although still unexplored is quite relevant.

KEYWORDS: Human papillomavirus; Virus-Like Particle; E5 gene, DNA vaccine.
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1. INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é capaz de provocar infec¢édo clinica ou subclinica em
mulheres e homens ap6s transmissdo por via sexual. Varias evidéncias experimentais
sustentam a correlacdo entre a infeccdo com alguns tipos especificos de HPV e a etiologia do
cancer anogenital, em especial o carcinoma cervical, para o qual o HPV-16 esta presente em
50-60% dos casos. Ha evidéncias de que a infeccdo pelo HPV tem aumentado nas ultimas
décadas, sendo hoje, a papilomatose humana, a doenca sexualmente transmissivel mais

prevalente no mundo.

Abordagens preventivas consistem na melhor alternativa para o controle das infec¢Ges
pelo papilomavirus. Diversas estratégias vacinais contra o HPV foram investigadas por
grupos de pesquisa em todo mundo e os resultados mais promissores no desenvolvimento de
vacinas profilaticas empregam particulas protéicas desprovidas do genoma viral, as Virus-
Like Particles (VLPs). Uma estratégia vacinal dirigida para a prevencao do cancer de colo de
utero em humanos é muito importante no &mbito da saude puablica, entretanto, como existem
muitos individuos ja infectados pela doenca, uma proposta terapéutica se torna necessaria. O
estudo de terapias para o cancer é uma linha de pesquisa que cresce cada vez mais devido a
relevancia do tema. Pesquisadores em todo o mundo tém voltado o interesse para as vacinas
de DNA, que surge como uma promissora tecnologia ao tratamento de neoplasias. Deste
modo, é de grande importancia pesquisas que foquem o desenvolvimento de uma terapia

inovadora, baseada em imunizacdo genética, para impedir a evolucdo do cancer cervical.

No Brasil, a falta de laboratdrios capacitados para a producdo e avaliagdo de novas
tecnologias em saude, como as VLPs e as vacinas de DNA, representa o principal fator
limitante na geracdo de competéncia para a producdo de vacinas contra o0 HPV. Neste projeto
propomos o estabelecimento do sistema de expressdo em células da levedura Pichia pastoris
para a producéo de VLPs e a construgdo de uma vacina de DNA para controle do cancer do
colo do utero relacionado ao HPV-16, o tipo viral predominante em tumores deste tipo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Papilomavirus Humano x Céncer Cervical

Os papilomavirus sdo pertencentes a familia Papillomaviridae, ndo apresentam
envelope e abrigam DNA circular, fita dupla, como material genético (de Villiers et al, 2004).
Sdo virus espécie-especificos que infectam o tecido epitelial cutdneo ou mucoso de
mamiferos, répteis e passaros (Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005) provocando o
aparecimento de lesGes, papilomas ou verrugas, em geral benignas, que podem regredir
naturalmente ou se transformar em tumores malignos (Clifford et al, 2003; Stanley, 2001).

Os tipos que atacam os seres humanos sao denominados por HPV (Papilomavirus
Humano), sendo o contato sexual a principal forma de transmissdo (Souto et al, 2005).
Todavia, a transmissdo do HPV ndo depende exclusivamente da penetracdo sexual, pois pode
ser transmitido pelo contato com a pele ou com as superficies de mucosas contaminadas
(Moscicki et al, 2006). Ha evidéncias de que a infeccdo pelo HPV tem progressivamente
aumentado nas ultimas décadas, o que leva a papilomatose humana ser considerada a doenca
sexualmente transmissivel (DST) mais prevalente no mundo (Scheurer et al., 2005). Estima-
se que cerca de 50-80% dos homens e mulheres sexualmente ativos irdo adquirir algum tipo
de HPV (de baixo ou alto risco) nas suas vidas. O periodo ap6s o inicio da atividade sexual €
considerado de maior risco para aquisicdo do virus (Peto et al, 2004) e o risco da infeccdo
aumenta com o nimero de parceiros (Koutsky, 1999).

Atualmente mais de 120 tipos de HPV foram identificados (Rombaldi et al., 2009)
além de subtipos e variantes, com base nas diferencas entre as seqiiéncias de nucleotideos dos
genotipos (Myers et al, 1996). Cerca de 40 tipos acometem o trato genital pelo contato sexual
e de acordo com o grau da lesdo induzida sdo considerados de alto ou baixo risco (Stanley,
2001).

A associacdo do HPV com alguns tipos de neoplasias foi detectada, primeiramente, em
canceres do trato anogenital, incluindo cérvix, vulva, vagina, pénis e anus. A relacdo entre
cancer cervical e infeccdo por HPVs de alto risco foi evidenciada a partir de estudos
epidemioldgicos e funcionais (zur Hausen, 2002; Bosh e de Sanjose, 2003), onde o virus foi
detectado em mais de 99,7% do carcinoma de células escamosas (Walboomers et al, 1999,
Munoz et al, 2003) e em 94-100% do carcinoma cervical adeno e adenoescamoso (van
Muyden et al 1999; Zielinski et al, 2003). Além destes, estdo também associados ao HPV,



canceres de cabeca, pescoco (Syrjanen, 2005) e pele (Sterling, 2005). Globalmente, estima-
se que este virus é o agente causal de 5% dos canceres humanos (Stanley, 2010a).

Existem, pelo menos, 15 tipos de HPVs oncogénicos, dentre os quais, 0 16 e 0 18 séo
0S mais importantes, por aparecerem em mais de 70% de todos os casos de cancer cervical
(Munoz et al, 2006). Este tipo de cancer é a segunda causa de morte entre as mulheres no
mundo com aproximadamente 500.000 novos casos diagnosticados a cada ano e uma taxa de
mortalidade de 50% (Parkin, 2006; Lowndes, 2006; INCA, 2009). Mais de 80% destes casos
ocorrem nos paises em desenvolvimento, onde a maioria dos diagnosticos sdo feitos em
estagios relativamente avancados da doenca (Frazer et al, 2004) e onde a sobrevida média,
apos cinco anos, é cerca de 41%; levando em conta que a média mundial estimada é de 49%
e que nos paises desenvolvidos esta varia de 51% a 66% (INCA, 2009). A América Latina, a
Africa Subsaariana e a Asia (Sul e Sudeste) compdem as regides que apresentam a maior
incidéncia (Parkin et al, 2005).

O cancer cervical evolui de uma lesdo ndo-invasiva, pré-maligna, denominada de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), ainda denominada de lesdo intraepitelial escamosa (do
inglés, Squamous Intraepithelial lesion-SIL) (figura 1). As lesbes pré-malignas sao
classificadas conforme a extensdo do comprometimento da camada epitelial, em displasia
média (NIC 1), moderada (NIC Il), severa (NIC IlI) e cancer invasivo. A NIC | também pode
ser considerada como SIL de baixo grau (do inglés, Low Grade SIL —LSIL) e as NIC I/l
como SIL de alto grau (do inglés, High Grade SIL- HSIL) (Steenbergen et al, 2005).
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Figura 1. Evolucdo para o cancer cervical apds infeccdo pelo HPV. Em A, o virus entra no
epitélio pela camada basal da cérvice uterina (adaptado de Nobel Foundation — ilustracdo
Annika Rohl). Em B, é esquematizado o inicio do ciclo reprodutivo com a formacéo de novas
particulas virais e a expansao da infecgdo (NIC 1, 2 e 3) até o cancer invasivo (adaptado de
Woodman et al, 2007).

Em média, o aparecimento do cancer cervical leva décadas, sendo assim, a
carcinogénese do colo do Utero é um processo que envolve fatores genéticos, ambientais,
hormonais e imunolégicos, além da infeccdo pelo HPV (Stanley et al, 2003). Segundo o
INCA (2009) sdo fatores que contribuem para a etiologia desse tumor: tabagismo,
multiplicidade de parceiros sexuais, uso de contraceptivos orais, multiparidade, baixa ingestéo
de vitaminas, iniciacdo sexual precoce e coinfeccdo por agentes infecciosos como o Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) e a Chlamydia trachomatis.

2.2. Ciclo de Infeccdo do HPV

A cérvice uterina é coberta por dois epitélios distintos denominados de endocérvice
(epitelio colunar secretorio) e de ectocervice (epitélio escamoso de protecdo, néo
queratinizado). Durante a menarca, € desenvolvido um epitelio de juncéo, imaturo, escamoso

e metaplastico que forma a zona de transformagdo. O ciclo do papilomavirus tem inicio



quando ele alcanga as células basais do epitélio escamoso através de um microtrauma onde
seu genoma se estabelece na forma epissomal e € replicado, junto com o0 DNA do hospedeiro,
para um numero de até 100 copias (Doorbar, 2005). Essa infeccdo pode ocorrer em qualquer
localizagdo da mucosa genital feminina (Roberts et al., 2007), mas, por motivos ainda néo
bem compreendidos, o desenvolvimento do processo carcinogénico ocorre mais
frequentemente na zona de transformac&o do epitélio (Schiffman et al., 2007).

O genoma do HPV tem um tamanho de aproximadamente 8Kb, composto pela regido
LCR (longa regido de controle), onde se encontram as sequencias regulatorias da transcrigdo
viral e a origem de replicacdo dos seus genes precoces (E1, E2, E5, E6 e E7) e tardios (L1 e
L2), sendo assim denominados pela ordem temporal de expressdo dos mesmos (Favre et al,
1997). As primeiras proteinas virais a serem produzidas sdo: E1 (helicase) e E2, responsaveis
pela formacdo de um complexo que se liga a origem de replicacdo, recrutando a maquinaria
da célula, tais como DNA polimerase e proteinas acessorias para estimular a replicacdo do
genoma do virus (Mohr et al, 1990; Frattini et al, 1994; Conger et al, 1999). Além disso, a
proteina E2 funciona como um fator de transcricdo que ativa ou reprime a transcricdo dos
outros genes E (McBride et al, 1991).

Durante o ciclo ocorre a inducdo da proliferacdo basal e parabasal das células
epiteliais, o que leva a hiperplasia com papilomatoses de vérias extensdes. Esta atividade
oncogénica do HPV ¢ devido a acdo transformante das proteinas E5, E6, e E7 (Stoler et al,
1989; Haller et al, 1995). O ultimo estagio do ciclo corresponde a montagem dos virions e a
sua liberacdo, sendo assim, hd um alto nivel de expressdo das proteinas virais tardias, também
denominadas de estruturais: L1 e L2 (figura 2). A proteina ndo-estrutural, E4, também é
encontrada nessa fase, pois tem como funcdo, facilitar o rompimento do citoesqueleto

citoplasmatico para a liberacdo dos virions (Doorbar et al, 1991).



=
Granular ﬁ G| ]
=
Sunrahasal
it
& b
- S =
- [
Basal | b 3
B

Figura 2. Organizacdo do genoma do HPV e seu ciclo viral. Em A, é esquematizado o
genoma circular do HPV de aproximadamente 8Kb, composto pelos genes “Early” (El, E2,
E5, E6 e E7) e “Late” (L1 e L2), além da LCR (“Long Control Region”) que apresenta
seqiiéncias ativadoras e repressoras da transcri¢do viral (p97 e p670 sdo promotores presentes
nesta regido), além da origem de replicacdo. Em B, é demonstrada a expressdo das proteinas

virais no tecido epitelial, ap6s a infeccdo (Adaptado de Doorbar, 2006).

2.3. Oncogénese pelo HPV

As principais a¢des transformantes do HPV sdo devidas as proteinas E6 e E7, as quais
interagem entre si para a imortalizacdo das células e desenvolvimento do céancer
(McLaughlin-Drubin e Munger, 2009). Uma série de rotas e proteinas que participam do
funcionamento normal da célula sdo alteradas, tais como as envolvidas no processo de divisdo

e apoptose. A proteina E7, por exemplo, se liga a proteinas supressoras de tumor, da familia



PRB, degradando-as; o que resulta na ativacdo descontrolada do fator de transcricdo E2F,
responsavel pelo estimulo da expressdo de genes implicados na fase S do ciclo celular (Dyson
et al, 1989). Além disso, E7 interage com importantes inibidores de ciclinas (CDK), as
proteinas p21 e p27, que tém como principal alvo a ciclina CDK2 nos queratindcitos humanos
e que, por sua vez, regula a passagem da fase G1 para a fase S (Eichten, et al 2004). A regié&o
carboxi-terminal das proteinas E7 nos HPV de alto risco, liga-se a estes inibidores
neutralizando os seus efeitos e aumentando consideravelmente a atividade da CDK2 nas
células infectadas (Huibregtse et al, 1991; Scheffner et al, 1990; Scheffner et al, 1993). A
proteina E6 também influencia na acdo de proteinas supressoras de tumor, tais como Bak,
Bax, c-Myc e p53, as quais sdo pro-apoptoéticas (Finzer e Rosl, 2002).

Outros estudos ja identificam diferentes alvos das principais oncoproteinas, E6 e E7,
incluindo: telomerase (Duensing et al, 2000), membros que respondem aos danos no DNA
(Duensing e Munger, 2002), fatores importantes para a duplicagdo centrossomica (Duensing
et al, 2007) e proteinas de sinalizacdo (Garnett et al, 2006; Garnett e Duerksen-Hughes,
2006). Sendo assim, estas atividades em conjunto, levam as células a uma proliferacéo
continua e a uma incapacidade de reparar possiveis danos no seu material genético,
acumulando rearranjos, mutacdes e aneuploidias que propiciam o desenvolvimento de uma
neoplasia (Vousden, 1993; Sandal, 2002; Jayshree et al, 2009).

Nas neoplasias cervicais de alto grau e cancer, o DNA do HPV apresenta-se integrado
ao cromossomo do hospedeiro. Esta etapa ocorre por uma clivagem no genoma do virus, na
regido dos genes E1/E2 (Motoyama et al, 2004), provocando uma delecdo de parte do gene
E2 e de adjacéncias das regides E2-E4, E5 e L2 (Ueda et al, 2003). Sendo assim, a repressao
transcricional exercida por E2 é anulada, o que resulta na superexpressao dos oncogenes E6 e
E7, conduzindo a malignizacdo das células ou formacéo do tumor (Doorbar et al, 1991; Bosch
et al, 1992; Jeon et al, 1995). Além disso, a integracdo viral ocorre com frequéncia, em
regibes cromossomicas que abrigam genes envolvidos no processo de carcinogénese, tais
como: MYC, NR4A2, hTERT, APM-1, FANCC, TNFAIP2, etc., (Ramdass et al, 2007).

Embora E6 e E7 sejam mais amplamente estudadas (Storey et al, 1988; Werness et al,
1990), a visibilidade do papel da proteina E5 na formacdo da neoplasia cervical vem
emergindo nas pesquisas. As acdes desta oncoproteina dado suporte (figura 3) a progressao do
tumor nos estagios iniciais da doenga, uma vez que o gene E5 é deletado apoés a integracdo do
genoma viral (DiMaio and Mattoon, 2001).
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Figura 3. Cooperacdo entre as oncoproteinas do HPV para induzir a carcinogénese. A inducgéo

da hiperproliferacdo por E7, estimula a apoptose, a qual é bloqueada pelas acbes de E6. O
processo de imortalizacdo das células pela interacdo entre os mecanismos de E6 e E7 é
aumentado pelas agdes de E5. Reguladores cruciais dos processos de proliferagédo, apoptose,
imortalizacdo e estabilidade genémica sdo significativamente alterados por estas
oncoproteinas, resultando na progressdo maligna das células infectadas (Adaptado de Moody
e Laimins, 2010).

2.3.1. Papel da Proteina E5 de HPV-16 na progressao do cancer cervical

Em muitos casos de tumores cervicais HPV-positivos, as células cancerigenas abrigam
tanto a forma integrada, quanto a forma epissomica do DNA viral (Arias-Pulido et al, 2006;
Kristiansen et al, 1994). Desta forma, além de possuir importante papel nas etapas iniciais do
processo carcinogénico, E5 também € expressa pelos epissomos virais nas neoplasias ja
estabelecidas, cooperando com 0s mecanismos exercidos por E6 e E7, as quais sdo altamente
expressas nestas células, pelo genoma viral integrado (Moody e Laimins, 2010). Existe uma
estimativa que o nivel de expressao de E5 seja de aproximadamente 80, 90 e 60% nas LSILs,
HSILs e nos carcinomas cervicais, respectivamente (Chang et al, 2001).

A proteina E5 é hidrofobica, pequena (apenas 83 aminoacidos) e é localizada nas
endomembranas do reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e membrana plasmatica
(Conrad et al, 1993; Disbrow et al, 2003; Disbrow et al, 2005). A localizacdo de E5 no
reticulo endoplasmatico sugere que ela tenha um papel importante no trafico das proteinas de
membrana através deste compartimento. Este fato € consistente com a interacdo entre a

oncoproteina e o regulador do transporte de proteinas de membrana, o BAP31 (Regan e
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Laimins, 2008), assim como com a cadeia pesada do MHC de classe-1; resultando em baixos
niveis deste na superficie celular e contribuindo, desta forma, para a sobrevivéncia do virus na
célula (Ashrafi et al, 2006).

A oncogenicidade exercida pela proteina E5 foi detectada através da transformacéo de
fibroblastos de murinos e queratindcitos humanos (Straight et al, 1993; Valle e Banks, 1995;
Chen et al, 1996), e também pela sua participacdo na carcinogénese de pele em camundongos
transgénicos (Genther et al, 2005; Maufort et al, 2007). Estudos mais recentes demonstraram
que a presenca de E5 sozinha ou em combinacdo com E6 e E7, contribui para o cancer
cervical, e que, além disso, o seu potencial parece ser semelhante ou maior que o da proteina
E6 (Maufort et al, 2010).

Os mecanismos em que a oncoproteina E5 esta implicada sdo muitos e se encaixam
dentro das varias vias de sinalizacao celular para a proliferacdo, angiogénese e apoptose. Uma
das fungdes mais bem conhecidas € a sua interacdo com o receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR), o qual ativa varias destas vias como a Ras-Raf-MAP quinase e a PI3K-
Akt (Dannenberg et al, 2005). A oncoproteina E5 aumenta a quantidade do EGFR nas células,
pois impede a sua degradacdo, através da ligacdo com a ATPase vacuolar, interferindo na
acidificacdo endossomal, como mostra a figura 4 (Straight et al, 1995; Dimaio e Mattoon,
2001). Adicionalmente, na presenca do fator de crescimento epidermal (EGF), ela exacerba a
atividade do receptor, ndo pelo aumento do nimero, mas pelo aumento da fosforilacdo deste
(Crusius et al, 1998).
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Figura 4. Interacdo de E5 de HPV-16 com EGFR e proteinas de membrana. O esquema
mostra a reciclagem do EGFR para a membrana plasmaética e a sua consequente atividade
constitutiva, favorecida pela ligacdo de E5 com a ATPase vacuolar. O impedimento do



trafego do MHC-1 para a superficie celular também pode ser explicado pela ligacdo de E5 a
fatores reguladores do transporte (BAP31) (Adaptado de Moody et al, 2010).

A proteina E5 do HPV-16 também pode estimular a proliferacdo por outros caminhos
que ndo o do EGFR, como: pela inibigdo de dois supressores de tumor (p21 e p27), ambos
inibidores de cinase dependente de ciclina (CKIs) e, portanto, determinantes da parada do
ciclo celular (Tsao et al, 1996; Pedroza-Saavedra et al, 2010); e pelo aumento da ativacéo das
vias envolvidas com os receptores acoplados a proteina G (ETAR, EP4, EP2) elevando tanto a
mitogénese, quanto a angiogénese e a invasdo celular (Venuti et al, 1998; Oh et al, 2009;
Chell et al, 2006). A ativacdo de fatores de transcricdo como o AP-1 (Activator Protein-1) e 0
NF-1 (Nuclear factor-1) também é um mecanismo inerente a E5, do qual resulta uma elevada
expressdao da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), relacionada com o desencadeamento da
inflamacdo e a formacdo da prostaglandina E2 (PGE2), que por sua vez estd envolvida em
multiplos processos que levam a progressao maligna (figura 5) (Dannenberg et al, 2005; Kim
et al, 2009; Greenhough et al, 2009). A COX-2 estd associada com a baixa sobrevida de
pacientes com cancer cervical por resisténcia ao tratamento quimioterapico/radioterapico e

pelo aumento de metéstase linfonodal (Gaffney et al, 2001; Ferrandina et al, 2002).
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Figura 5. Inducéo das vias de sinalizacdo por E5 de HPV-16. Alguns dos mecanismos pelos

quais a proteina E5 ativa cascatas de sinalizacdo para o estimulo da proliferacdo, angiogénese
e inibicdo da apoptose (Adaptado de Kim et al, 2010).
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Compreender os processos realizados pela proteina E5 de HPV-16 pode ajudar no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer colo de Gtero. A sua acéo
mais proeminente nos primeiros estagios do processo neoplasico e a sua influéncia em
maultiplas rotas decisivas a tornam bastante atrativa como novo alvo para tratamento do cancer
(Moody e Laimins, 2010; Kim et al, 2010).

2.4. Resposta Imune contra a Infeccdo pelo HPV

O sistema imune do trato genital feminino é induzido pelo tecido linféide associado a
mucosa (MALT) que € um sistema integrado, onde os linfocitos T e B ou as células
apresentadoras de antigenos (APCs), ativadas em um determinado sitio podem migrar através
dos vasos linfaticos para outro sitio efetor na mucosa (Bergquist et al, 1997). O cérvice
uterino normal é composto por infiltrados de linfdcitos (CD4+, CD8+, células plasmaticas);
APCs, denominadas de dendriticas (CDs) ou de Langerhans (CLs); e macréfagos. Existem
também os linfocitos intra-epiteliais (LIE) e da zona de transformacdo (ZT), sendo os CD8+
encontrados com mais frequéncia (Kobayashi et al, 2002; Pudney et al, 2005). As células NK
(Natural Killer) ndo sdo encontradas normalmente, mas estdo presentes nas infecgoes.

Além da defesa local, a imunidade sistémica tem papel fundamental na protecdo da
mucosa do trato genital, uma vez que grande parte das 1gG e IgA ndo sdo produzidas neste
sitio (Johansson & Lycke, 2003). No entanto, estudos demonstraram niveis elevados de
citocinas como a IL-10 e a IL-12, nas secrecOes do trato genital de mulheres infectadas pelo
HPV (Castle et al., 2002). A ectocérvice, principalmente a zona de transformacdo, sdo 0s
principais sitios de inducao de resposta imune (figura 6) por concentrarem maior quantidade
de linfécitos intraepiteliais com potencial citotoxico, células NK e APCs (Lima e Alves,
2008)
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Figura 6. Esquema do endocérvice, zona de transformacdo e ectocérvice. A imunidade local
da mucosa protege o endocérvice, e a imunidade sistémica protege a zona de transformacéo e
ectocérvice (Adaptado de Palmer et al, 2009).

A infeccdo pelo HPV é exclusivamente intraepitelial e, teoricamente, deveria ser
detectada pelas CLs. Todavia, os locais infectados apresentam um namero significativamente
reduzido destas APCs (Lehtinen et al, 1993; Connor et al, 1999). Estudos mostram que a
proteina E6 do HPV-16 interfere na interacdo entre o queratindcito e a CL através da inibicéo
da molécula de adesdo, E-caderina (Mathews et al, 2003). A reducdo no numero das CLs e,
consequentemente, a alteracdo na resposta celular € apenas um dos Vvarios mecanismos
utilizados pelo virus para escapar do sistema imune (Kanodia et al, 2007). O préprio tipo de
ciclo intraepitelial, ndo-litico impede o estimulo de sinais essenciais para a resposta imune,
como a producdo de citocinas pro-inflamatérias que ativam a migracdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs) (Kupper e Fuhlbrigge, 2004; Stanley, 2006). Além do
ciclo do virus ser praticamente invisivel ao hospedeiro, as suas oncoproteinas desenvolveram
mecanismos moleculares para facilitar a evasdo ao sistema imune, como: a interferéncia na
via interferon de defesa anti-viral (Herdman et al, 2006; Stanley, 2006; Stanley et al, 2007), a
reducdo da expressdo do complexo MHC-I (Bottley et al, 2008) e a altera¢do na expressao do
receptor tipo toll-9 (TLR- 9), o qual tem um papel essencial no reconhecimento de patégenos
e na ativacdo da imunidade inata (Hasan et al, 2007).

Apesar dos eficientes métodos de escape desenvolvidos pelo HPV, eventualmente
muitas das infeccBes sdo reconhecidas e eliminadas espontaneamente pelo sistema imune,
ocasionando alteragdes citoldgicas cervicais menores e transitérias ou subclinicas (Munoz,

2000; Bosh et al, 2002). Ha uma estimativa de que 70% das infeccdes pelo HPV s&o
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resolvidas pelo organismo dentro de um ano (Zur Hausen, 1999). Analises imuno-histologicas
de verrugas genitais que regrediram espontaneamente mostraram um grande infiltrado de
células T (CD4+ e CD8+) e macrdfagos, tanto no estroma, como no epitélio (Stanley, 2006).
H& evidéncias de que as células TCD4+ associadas a eliminacdo sdo especificas para a
proteina E2 (Lee et al, 2004). Em pacientes com grandes lesdes ou com tumor cervical foram
encontradas células CD8+ especificas para E6 (Welters et al, 2003; Woo et al, 2010) e E7
(Kadish et al, 2002).

Além da imunidade celular, € produzida uma resposta humoral especifica para cada
tipo de HPV, com uma baixa producdo de anticorpos dirigidos a principal proteina capsidial
L1 (Stanley et al, 2008). Esta resposta € lenta com um tempo de soroconversdo que varia de
8-9 meses, e s6 50-70% de mulheres com a infec¢cdo pelo HPV soroconvertem (Carter et al,
2002). Mesmo a baixos niveis, 0s anticorpos podem persistir no organismo de muitas

mulheres durante 10 anos e com efeito protetor (af et al, 1998; Olsson et al, 2009).

2.5. Estratégias Vacinais contra o Cancer Cervical

O principio da maioria das vacinas profilaticas utilizadas com sucesso e grande
aceitacdo em todo mundo foi descoberto com o virus da variola, pelo médico Edward Jenner,
no ano de 1796 (Henderson, 1997) e baseia-se na inoculacdo de patdgenos mortos ou
inativados, ou ainda de parte destes, no organismo, para que este desenvolva a protecdo
adequada frente a uma nova investida do agente infeccioso (Kalil et al, 2008). Em relagdo ao
HPV, existe uma dificuldade para a montagem de um sistema de propagacdo em laboratério
gue permita a producdo de virions para fins vacinais (Da Silva et al., 2001), pois o ciclo do
papilomavirus é dependente da diferenciacdo completa das células epiteliais (Stanley, 2001).

As inovacOes tecnoldgicas na area da saude tém permitido o desenvolvimento de
algumas estratégias para a prevencao e tratamento das doencas. Nesse contexto, 0 campo da
vacinologia prevé excelentes promessas para o controle de diferentes doencgas ndo-infecciosas
e infecciosas. Dentre as novas abordagens, existem as vacinas utilizando virus e bactérias
recombinantes; as vacinas de acidos nucléicos (DNA e / ou RNA), de proteinas e peptideos,
de ceélulas inteiras (baseada em células dendriticas ou células tumorais), as vacinas
comestiveis, e as compostas por particulas semelhantes aos virus (virus-like particles)
(Bolhassani et al, 2009; Palena et al, 2006). Atualmente, também sdo estudadas metodologias
para o engenheiramento das vacinas no sentido de direciona-las a um tipo de resposta (celular

ou humoral) ou de torna-las mais eficientes; estas incluem: a identificacdo de antigenos
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tumorais, a identificacdo de epitopos imunodominantes, a otimizacdo da sequéncia de genes
e/ou proteinas, e a utilizacdo de sistemas de entrega ou liberacdo mais eficientes (Bodles-
Brakhop e Draghia-Akli, 2008; Palena et al, 2006).

A vacinacdo para a prevencdo da infeccdo pelo HPV é alvo de estudos que ja
ultrapassam décadas (Stanley, 2010b). A dificuldade de produzir o virus em laboratério,
aliado a necessidade de erradicacdo da doenca e ao surgimento de novas tecnologias,
possibilitou o desenvolvimento de estratégias profilaticas (Mufios et al, 2004), ja liberadas
para 0 mercado, e também terapéuticas, sendo estas mais recentes, e ainda em testes pré-

clinicos e clinicos (Huang et al, 2010).

2.5.1. Vacina Profilatica: Virus-like Particles

A descoberta de que os anticorpos neutralizantes do HPV eram produzidos contra a
proteina capsidial L1, despertou o interesse da comunidade cientifica para o desenvolvimento
das vacinas profilaticas. Até o momento, existem duas vacinas preventivas contra o0 HPV,
licenciadas para uso; ambas sdo compostas por estruturas macromoleculares formadas pelas
subunidades de L1 e denominadas de virus-like particles ou VLPs, sendo consideradas
morfologicamente similares as particulas virais selvagens.

A seguranca e eficiéncia das VLPs de HPV foi primeiramente testada em modelos
animais, como: cachorro-COPV (Suzich et al, 1995), coelho-CRPV (Breitburd et al, 1995) e
vaca-BPV-4 (Kirnbauer et al, 1996). Nos estudos clinicos, as VLPs mostraram ser bem
toleradas e altamente eficazes na prevencao das infec¢bes contra os tipos em questdo (Kjaer
et al, 2009; Paavonen et al, 2009). Todavia, a duracdo da protecdo é algo que permanece
indefinido, j& que os testes de fase Ill, onde foram observados estes resultados, duraram
apenas 4 anos (Stanley, 2010b).

As vacinas preventivas que estdo no mercado, compreendem a “Gardasil ®” (Merck &
Co, Inc, 2006), composta por VLPs de 4 tipos de HPVs (HPV-6, -11, -16, and -18); e a
“Cervarix®” (GlaxoSmithKline UK, 2007), que é bivalente pois agrega VLPs dos 2 tipos
oncogénicos (HPV-16 e -18). A necessidade de produzir vacinas polivalentes esta relacionada
a resposta imune tipo-especifica, que é devida ao fato dos epitopos neutralizantes
imunodominantes de L1 encontrarem-se em regides hipervariaveis das alcas que compdem a
proteina (figura 7) (Chen et al, 2000). Além disso, os anticorpos neutralizantes reconhecem 0s
epitopos conformacionais (ndo-lineares), contribuindo para uma maior especificidade da

ligagdo (Kirnbauer et al, 1992). Mesmo assim, ainda é observada uma fraca reagédo cruzada
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com outros tipos de HPVs que pode levar a efeitos protetores varidveis com uma duragao
potencialmente reduzida (Villa et al, 2005; Harper et al, 2006).

A variacdo geografica da prevaléncia dos HPVs de alto risco, também é uma
implicacdo no desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Bosch et al, 1995; Goes et al,
2008). Globalmente, 0 HPV tipo 16 é o mais frequente, seguido pelo tipo 18. No Brasil, no
que se refere ao segundo tipo mais freqliente, existem variagdes de acordo com a regido: no
Nordeste encontra-se 0 31; no Centro-Oeste, 0 33; e nas regides Norte, Sudeste e Sul, 0 HPV-
18 (Cavalcanti et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994; Bosch et al, 1995; Gongalves et al, 1999;
Noronha et al, 1999; Lorenzato et al, 2000; Guimaré&es et al, 2008; Baldez da Silva et al,
2009).

Figura 7. Estrutura da proteina L1 de HPV-16. (A) esquema do capsidio viral formado por
pentameros de L1 (Chen et al, 2000; Modis et al, 2002); (B) Mondmero de L1, com as alfa-
hélices (h1-h5) em rosa e as 5 algas marcadas, juntamente com a alca interna (C-D); (C) vista
topografica de um pentdmero de L1, onde cada monémero tem uma cor diferente; (D) vista
lateral do pentdmero, mostrando interagdes interpentaméricas (seta) entre as a-hélices
localizadas proximas a porcdo C-terminal de L1, previamente demonstradas (Bishop et al,
2007) como essenciais para a montagem do capsidio (Adaptado de Sapp e Bienkowska-Haba,
2009).

A semelhanga com os virions nativos, a auséncia do genoma viral e a manutencdo dos
epitopos conformacionais para a resposta imune (Da Silva et al, 2001; Dupuy et al, 1999;
Palker et al, 2001; Breitburd et al, 1995; Suzich et al, 1995), aumentam 0 interesse na
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utilizacdo das VLPs para diversas estratégias vacinais. Além do uso como imundgeno direto,
elas tém sido exploradas como carreadores de peptideos, DNA e pequenas moléculas que
podem estar relacionados a outros tipos de doengas (Roy e Noad, 2008). A razéo pela qual as
VLPs sdo consideradas excelentes carreadores esta na facilidade com a qual elas sdo captadas
pelas células apresentadoras de antigenos, facilitando a resposta celular e a producdo de
anticorpos (Roy e Noad, 2008). Como exemplo, um estudo com VLPs quiméricas (cVLPs),
fusionadas a proteina E7, demonstrou que a resposta celular especifica contra esta foi
significativamente aumentada em camundongos (Schafer et al, 1999).

As VLPs podem ser obtidas através da producdo heter6loga da proteina L1 em
sistemas de expressdo que utilizam células de mamifero (Nakauchi et al, 2008), plantas
(Varsani et al, 2003), bactérias (Hou et al, 2009), insetos (Zhou et al, 1991) e leveduras
(Vassileva et al, 2001; Kirnbauer et al, 1992). O dominio destas tecnologias para obtencéo
das VLPs torna possivel a realizacdo de estudos mais aprofundados na area da vacinologia
assim como, na compreensdo da infeccdo pelo virus (Kanodia et al, 2007; Malboeuf et al,
2007; Cubas et al, 2009).

2.5.1.1. Levedura Pichia pastoris como sistema de expressao

Nos ultimos 15 anos, a levedura Pichia pastoris foi extensivamente utilizada para a
producdo de proteinas de interesse académico e biotecnoldgico, sendo atualmente, o segundo
sistema de expressdo mais utilizado apés a bactéria Escherichia coli, primeiramente usada
neste intuito a 40 anos atrds (Cohen et al, 1973). Segundo estudo baseado em pesquisas de
citagdes do banco de dados do PubMed, realizado por Sgrensen (2010), o uso de P. pastoris
cresceu de 4% a 17% entre os anos de 1995 a 2009, enquanto que neste mesmo periodo 0 uso
do sistema E.coli permaneceu constante.

Pichia pastoris é uma levedura metilotrofica capaz de crescer em meios contendo
metanol como Unica fonte de carbono. O fato dela superexpressar a enzima alcool oxidase 1
(AOX1) que participa desta via metabdlica despertou o interesse cientifico para a sua
utilizacdo como sistema de expressdo de proteinas heterélogas (Cregg et al, 2000). Sendo
assim, a maioria dos vetores para expressdo em Pichia, possuem o promotor forte e induzivel
do gene AOX1 (Daly e Hearn, 2005). A adaptacdo de técnicas de manipulagdo genética, como
a trasformacdo, ja descritas para Saccharomyces cerevisiae, facilitou o uso do sistema. A

transformacédo em Pichia geralmente ocorre pela integragéo do cassete de expressdo em locus
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especifico do seu genoma (via recombinacdo homdloga), o que resulta em transformantes
geneticamente estaveis (Daly e Hearn, 2005).

A maior vantagem de P. pastoris sobre o sistema de expressao em bactérias € o seu
potencial para fazer as modificacbes poOs-traducionais tipicamente associadas a eucariotos
superiores e necessarias para a atividade bioldgica das proteinas, tais como: processamento de
seqliéncias sinais, formacdo de pontes dissulfeto, enovelamento (folding), adicdo de lipidios, e
glicosilacBes (Macauley-Patrick et al, 2005). Os tipos de glicosilacdes sdo as que mais se
aproximam ao dos mamiferos, com adicdo de 8-14 residuos de manoses em cadeias de
oligossacarideos (Grinna e Tschoop, 1989), diferentemente da levedura S. cerevisiae que
adiciona de 50-150 residuos de manose (Innis, 1989). Além disso, os oligossacarideos de P.
pastoris ndo apresentam glicosilagdes nas posicdes o-1,3, as quais tornam muitas das
proteinas recombinantes produzidas em leveduras inviaveis para uso farmacéutico, uma vez
que sdo hiper-antigénicas (Cereghino e Cregg, 2000; Daly e Hearn, 2005).

Outro atrativo do sistema que utiliza células de Pichia é a sua habilidade de produzir
altos niveis de proteinas heterdlogas, tanto intracelular, quanto extracelularmente. Desta
maneira, diversas proteinas, em um ndmero que chega a ser maior que 550, tém sido
expressas neste sistema, em quantidades satisfatdrias (Lin-Cereghino et al, 2006). Entre essas
proteinas destacam-se: precursor de insulina-1.5 g/L (Wang et al, 2001), albumina sérica
humana-4 g/L (Cregg et al,1993), fator de necrose tumoral-6 g/L (Dale et al, 1999) e outras
(Cereghino e Cregg, 2000; Macauly-Patrick et al, 2005). A expressdo extracelular € bastante
utilizada porque esta levedura secreta baixos niveis de proteinas nativas, o que pode
simplificar o processo de purificacdo da proteina heter6loga (Rees et al, 1999). Para tal, o
vetor de expressdo deve apresentar uma sequéncia sinal para a secrecdo, que geralmente é
derivada do a-mating factor (fator de acasalamento o) de S. cerevisiae (Kurjan e Herskowitz,
1982).

Embora o promotor AOX1 tenha tido sucesso em numerosas expressdes de genes
heterélogos, outros promotores sdo atrativos para expressao de certos genes, entre eles GAP,
FLD1, PEX8, YPTL1 (Cereghino e Cregg, 2000; Daly e Hearn, 2005) e PGK1 (de Almeida et
al, 2005). Promotores para expressao constitutiva como o GAP (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) e 0 PGK1 (3-fosfoglicerato quinase) séo ativados em meios contendo metanol,
glicerol ou glicose; sendo esta ultima, a fonte de carbono associada a maiores niveis de
expressao. Genes da via glicolitica sdo conhecidos por serem altamente expressos, e as
enzimas correspondentes podem representar 30-60% do total de proteinas solGveis em

S.cerevisiae (Fraenkel, 1982). Apesar de apresentar vantagens, como a ndo necessidade da
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adicdo periddica de indutor no meio, estes promotores sdo apropriados apenas para proteinas
recombinantes que ndo sejam toxicas as células (Waterham et al, 1997; Vassileva et al,
2001; de Almeida et al, 2005).

2.5.2. Vacina Terapéutica: Vacinas de DNA

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevenc¢do do cancer de colo de Utero € muito
importante no ambito da saude publica, entretanto, como existem muitas mulheres ja afetadas
pela doencga, uma proposta terapéutica seria prioritaria. As duas vacinas preventivas contra o
HPV (Gardasil e Cervarix) sdo eficientes para a protecdo dos tipos envolvidos, contudo a
resposta celular induzida pelas mesmas, ndo € capaz de combater a lesdo ou o cancer ja
estabelecidos. Isto pode ser explicado pelo fato de que a imunidade celular é direcionada
apenas contra L1, reconhecendo apenas a parte superior das lesdes ou do epitélio (onde a
mesma é produzida para liberacdo natural das particulas). Somado a isso, 0 HPV é um virus
que ndo provoca viremia, e portanto ndo expde as proteinas E que sdo expressas nas camadas
basal e parabasal, o que dificulta o reconhecimento dos linfocitos nestas regides (Doorbar,
2005). Consequentemente, é fundamental a busca de diferentes estratégias que foquem os
principais antigenos atuantes na transformacdo pelo virus, assim como as vias celulares
implicadas (Kim et al, 2010). As oncoproteinas do HPV, expressas precocemente e
responsaveis pela progressdao maligna da lesdo, seriam os alvos mais adequados para o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas, pois estimulariam a resposta celular contra as
celulas transformadas (Crook et al, 1989; Huang et al, 2010).

Vaérios estudos de vacinas terapéuticas contra o cancer cervical estdo sendo realizados
e quase todos utilizam as proteinas E6 e E7. Alguns destes ja estdo em fase pré-clinica e
clinica e incluem o uso de vacinas de peptideos ou proteinas, vacinas recombinantes com
vetores virais vivos, vacinas baseadas em células e vacinas de DNA. Dentre estas varias
formas, a vacina de DNA tém sido uma candidata bastante atrativa para a imunoterapia
antigeno-especifica, pois além de ser relativamente facil de produzir, ela oferece seguranca
(pode ser administrada repetidas vezes, sem risco de estimular anticorpos contra 0 DNA no
paciente), estabilidade (0 DNA é termoestavel) e pode expressar altos niveis do antigeno nas
células onde foram introduzidas (Donnelly et al, 1997; Gurunathan et al, 2000).

O principio de tais vacinas é simples. O DNA que codifica um antigeno vacinal é
inserido em um vetor viral ou plasmidial que pode ser liberado no organismo por uma

variedade de rotas (incluindo injecdo intramuscular). O retrovirus € uma das principais
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ferramentas de transferéncia génica em mamiferos, sendo explorado em protocolos de terapia
génica (Freitas et al, 2002). Porém, vetores retrovirais possuem caracteristicas que 0s
inviabilizam para o processo vacinal, tal como o risco de integracdo no genoma hospedeiro
(Freitas, 1997). Os vetores plasmidiais geralmente sdo constituidos por um promotor
eucariotico forte, como o CMV (derivado do citomegalovirus) (Montgomery et al, 1994);
multiplos sitios de restricdo para clonagem; gene de resisténcia a antibidticos; origem de
replicacdo em bactéria e seqliéncias de poliadenilacdo, que sdo capazes de estabilizar os
transcritos de RNA e translocar este, do nucleo para o citoplasma (Donnelly e Ulmer, 1999).
Apos introducdo do vetor vacinal no organismo (figura 8), o antigeno é entdo produzido
utilizando a maquinaria transcricional do hospedeiro (Dunham, 2002), sendo capaz de induzir
ambos o0s tipos de imunidade: celular e humoral (linfocitos T CD8+ e TCDA4+,
respectivamente) (Dunham, 2002; Henke, 2002).
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Figura 8. Mecanismo de ativacdo da resposta imune pela vacina de DNA. Em A, é
demonstrada a introdugéo da vacina de DNA, na célula, através de vetor viral e plasmidial.
Em B, é esquematizada a expressdo do antigeno vacinal de forma exdgena (passando pela via
de secrecdo complexo de golgi-endossomo), o qual é reconhecido diretamente pelos linfocitos
T CD4+ ou é captado por APCs que degradam o mesmo em peptideos para apresentacao pelo
MHC-II. Os T CD4+ que reconhecem estes peptideos iniciam a producdo de citocinas para
ativacdo de células T CD8+ e para producdo de anticorpos pelos linfocitos B. Os anticorpos
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reconhecem tanto o0s antigenos extracelulares, quanto os transmembrana. O antigeno
intracelular é degradado em peptideos pelo proteossoma, 0s quais sdo complexados com o
MHC-I e reconhecidos pelos T CD8+. A interacao dos linfocitos com a célula ocorre atraves
do receptor de células T, o0 TCR (Adaptado de Liu et al, 2003).

A imunizacdo genética tem sido documentada como uma estratégia efetiva para a
inducdo de imunidades humoral e celular em grande ndmero de modelos animais, como:
ovinos (Chandrachud et al, 1995; Candido et al, 2003), suinos (Gerdts et al, 1997), caninos
(Suzich et al, 1995), coelhos (Sundaram et al, 1997; Han et al, 1999; Hu et al, 2002),
camundongos (Kutzler e Weiner, 2008), entre outros. Todavia, alguns estudos mostram baixa
imunogenicidade, que pode ser explicada pela introducdo do material genético em células ndo
especificas, e pela incapacidade deste se replicar ou se espalhar pelas células vizinhas in vivo.
Neste sentido, existem inUmeras pesquisas para potencializar a vacina de DNA, como a
otimizacdo dos sistemas de entrega do DNA as ceélulas, através de metodos fisicos
(eletroporacdo, biobalistica, tatuagem, etc) e quimicos (lipossomos, nanoparticulas, peptideos
catiénicos, etc) (Luo e Saltzman, 2000; Ulmer et al, 2006); além do aprimoramento da propria
sequéncia génica, utilizando: a adaptacdo de cddons para expressao em mamiferos (Ko et al,
2005); a fusdo com outras proteinas que favorecam a apresentacéo do antigeno vacinal (Grujic
et al, 2009; Wang et al, 2004; Xu et al, 2005), e a insercdo de moléculas estimulatorias, como
citocinas e quimiocinas (Rinaldi et al, 2001; Gollob et al, 2000; Perales et al, 2008).

Muitas vacinas de DNA para terapia das lesdes ou tumores provocados pelo HPV
estdo em estudo. Uma delas é a vacina ZYC-10l1a (MGI Pharma), que codifica multiplos
epitopos (para ativacao de linfécitos T citotoxicos - CTL) de E6 e E7, dos HPVs tipos 16 e
18. Testada através de 3 doses intramusculares, os resultados mostraram que um ndmero
significativamente maior de lesdes dos tipos NIC-2/3, foram resolvidas em mulheres jovens
(abaixo de 25 anos) quando comparado aquelas que receberam as doses placebo (Sheets et al,
2003; Garcia et al, 2004). Outro exemplo é o da vacina de DNA denominada de
Sig/lE7detox/HSP70 com a qual foram realizados os testes clinicos de fase I. Esta vacina
codifica uma sequéncia sinal, fusionada a uma forma mutada de E7 (E7detox) para perda da
afinidade com a pRB, e que por sua vez é fusionada a proteina do choque térmico (HSP70).
Os resultados dos testes, realizados em pacientes que apresentavam lesdes de alto grau NIC-
2/3, mostraram uma resposta imune de células citotdxicas (CD8+ T) especifica contra E7,
com auséncia de efeitos adversos. A regressdo das lesdes foi observada em 3 das 9 pacientes
vacinadas (Trimble et al, 2009).
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As vacinas baseadas na oncoproteina E5 também sdo promissoras. Uma construcéo
vacinal constituida pelo vetor adenovirus (AdV) e o gene E5, mostrou a redugdo do tumor que
expressava 0 oncogene, apos injecdo intramuscular, de apenas uma dose, em camundongos
(Liu et al, 2000). Outra vacina constituida pelo peptideo 25-33 de E5 do HPV-16, fusionado a
motivos CpG mostrou resultados superiores a vacina anterior (AdV-E5) (Chen et al, 2004).
Motivos CpG sdo sequéncias de DNA, ricas em dinucleotideos citosina-guanina, encontradas
geralmente em bactérias, capazes de estimular o sistema imune (Krieg, 2002).

Estas primeiras analises indicam que E5 é reconhecida pelo sistema imune como um
antigeno tumoral e reforca a hipotese de que esta oncoproteina seria a melhor candidata para a
erradicacdo das lesdes pré-malignas, j& que a mesma é mais atuante nos estagios iniciais do

cancer cervical (Kim e Yang, 2006; Kim et al, 2010).
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3. JUSTFICATIVA

De acordo com o Ministério da Saude, sdo linhas prioritarias, pesquisas que visem
aumentar a qualidade e expectativa de vida da populacdo. Entre essas prioridades de pesquisa
se encontra o cancer de colo de utero. No Brasil sdo esperados 17.540 casos de cancer
cervical para o ano de 2012, dos quais, 970 em Pernambuco, e 190 em Recife. Apesar dos
esforcos e avancos do pais na atencdo basica e em todo o Sistema Unico de Satde (SUS),
reduzir a mortalidade por este tipo de cancer ainda é um desafio.

A infeccdo por HPV de alto risco esté diretamente relacionada com o desenvolvimento
deste tipo de céncer, portanto, € universalmente aceito que a prevencdo de infeccBes por tipos
de HPV oncogénicos, reduziria a incidéncia de cancer cervical no mundo. Recentemente, duas
vacinas contra a infeccdo pelo HPV baseadas em VLPs foram aprovadas. Todavia, elas
apresentam um alto custo o que inviabiliza seu uso pelo SUS. Além disso, elas sdo efetivas
somente contra os HPVs 16 e 18, excluindo pelo menos 13 outros tipos de alto risco, como 0
31 e 33, prevalentes na regido Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, respectivamente.

No Brasil, a falta de laboratorios capacitados para a producdo e avaliacdo de novas
tecnologias em salde, como as VLPs, representa o principal fator limitante na geracdo de
competéncia para a producdo de vacinas contra o HPV. Além do desenvolvimento de
competéncia técnico-cientifica, a producdo de VLPs de HPV em células da levedura P.
Pastoris utilizando um vetor ndo comercial, facilitaria sua aplicacdo pelo SUS, uma vez que é
passivel de patente.

De outro lado, paises em desenvolvimento, como o Brasil, apresentam um grande
namero de mulheres ja infectadas pelo HPV, com les@es e risco de desenvolver o cancer. Este
ponto € de extrema relevancia para a investigacdo de novas estratégias de tratamento, como a
a vacina de DNA. Neste sentido, a proteina viral E5, que é mais atuante no estagio inicial do
desenvolvimento das neoplasias cervicais, vem sendo considerada como um potencial alvo

para a imunizagdo genética contra o cancer cervical.

22



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Desenvolvimento de estratégias vacinais contra a infecgdo por papilomavirus humano

baseada em VLPs, usando um vetor ndo comercial e imunizagdo genética com o gene E5.

4.2 Objetivos especificos

» Construir os genes L1 e E5 de HPV-16 para expressao em Pichia pastoris e células de
mamiferos, respectivamente;

» Auvaliar a expressao do gene L1 otimizado de HPV-16 em Pichia pastoris, sob inducédo
do promotor PGK1 constitutivo;

» Auvaliar, in vitro, a construcao vacinal baseada no gene E5 otimizado de HPV-16.
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5. METODOLOGIA

5.1. Estratégia baseada em VLPs: Expressao de L1 de HPV-16 em Pichia pastoris

5.1.1. Construcdo do gene L1 otimizado para expressao em Pichia pastoris

A sequéncia do gene L1 de HPV-16 (1,5Kb), disponivel no banco de dados do NCBI

(ndmero de acesso GIl: 27752860) foi utilizada para adicdo e marcacdo de nucleotideos

especificos, como: os sitios de restricdo Xhol e Notl, a sequencia Kex2 para expressao

extracelular e as cisteinas, importantes para a formacdo das VLPs. A sequéncia com 0s

nucleotideos marcados (figura 9) foi enviada a Epoch Biolabs (USA), a qual sintetizou o

gene, substituindo os cddons pelos preferencialmente utilizados por P. pastoris, e clonando-o

em vetor pBSK.

5 —-CTCGAG {(¥hoI)} AAA AGA GAG GCT GAA BCT (Kex?).. GEHE {sem stop codon)...
CAT CAT CAT CAT CAT CAT TAA {(stop) GCGGCCGC (Hot I3 — 37
cauda de histidina (6x})

TGT {(cisteinas)

Sequencia L1 HPV-16

CTCHEAGARAAGRGAGEC TGARGCTAT GTCTC TTTGGCTGCC TAGTGAGGCCACTGT CTACT TGCC TCCTGTCCCAGTATC TAL
GGTTCTAAGCAC GEATGALTATGTTGCACGCACALL CATATATTAT CATGC AGGGA CATCCAGAC TACTT GCAGT TGGACATC
CCTATTTTCCTATTAALALLC CTAAC ALTAL CAALL TATTAGTICCTAMAGTATCAGGATTACAATACAGGGTATTTAGAATA
CATTTAC CTGAC CCCAATALGTTTGGTITTC CTGAC ACCTCATTTTATAAT CCAGATACAC AGCGGCTGETTITHGCCTGTET
BEETETT GAGGTAGGCC GTGETCAGC CATTAGGTGT GOGCATTAGT GGCCATCCTT TAT TALATAAATTCGAT A CACAGALL
WTGCTAGTECTTATGCAGCALATGCAGGTET GrATALATAGA AL TG TATAT CTATGGATTACARA CAALC ACAATTGTGT T TA
WTTGETT GLALL CCACCTATAGGGFAACACT GGG ALAGFATCCC CATGT ACCAATGTTGCAGT AAATC CAGGT GATTGTCE
A CCATTAGAGTTAATALACAC AGT TATTCAGGAT GG TCATATGETT GATAC TGGCT TTGGT GETATGGAC TTTAC TACAT TAC
W FGCTAL CALLL GTGAL GTTC CACTG GATAT TTGTACATCTATTTGCAAAT ATCCA GATTATATTAAMLT GETFT CAGAA CCA
TATGGCGACAGC TTATTTT T T TATTTACGLA GGGAL CARAT GTTTCTTAGL CATTTATT TAATAGFGCTEETHCLT GTTHG TR
A A TCTACCAGL CGATTTATACATTAALGGC TCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTICALMATTATTITCCTACACCTAGT:
GTTCTATGGTTACCTCT GATGCCCAL ATATTCAATA AACCTTATTGGTTACALCGAGCACAGLGC CACAA TAATGGCATTTET
TEGGETAACCAL CTATTTGTTACTGT TGTTGATACT ACACGCAGTACAAAT ATCTCATTAT GTGC TGCCATATCTACTTC AlzL
A CTACATATAL AAATA CTAL CTTTAAGGAGTACCTACGAC ATGGG GAGGAATATGATT TACAGT TTATT TTTCAACTGT GLA
WA ATAMC CTTAL CTGCA GAC G TTAT GACATA CATAC ATTCTATGAA TTCCACTATT TTGRAGCAC THEAA TTTTFGTCTACAL
CCTCCCCCAGGAGGCAC ACTAGAAGATACTTATAGGTITGTAACAT CCCAGGCAATTHCTT GT CAARAALC ATACA CCTCCAGE
W CCTAMA GAAGL TCCCCTTALARRATACACTTTTTGGGAAGTALLT TTALL GEAARAGTT T TCTGCAGAC CTAGATCAGTTTC

CTTTAGGACGCAAATTTTTACTACAL GCAGGATTGAAGGCCAALCC ARARTTTACATTAGGAARA CrALLAGCTACACCCACE
W CCTCATCTACCTCTAC AACTGCTAAACGCAAMALL COTALGCTGCATCAT CATCATCATC ATTARGCH CCGC

Figura 9. Esquema do gene L1 de HPV-16, enviado para otimizacdo de codons. Os
nucleotideos coloridos sdo os que ndo deveriam ser modificados no processo de otimizacao,

indicados na parte superior da figura.
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5.1.2. Clonagem do gene L1 de HPV-16 otimizado em vetor pPGK

Inicialmente, o plasmidio pBSK contendo o gene L1 de HPV-16 otimizado foi
inserido em células de E. coli DH5a quimiocompetentes (tratadas com cloreto de célcio)
segundo o protocolo de Sambrook et al, 1989. Apds a transformacdo foram escolhidas 4
colonias, as quais foram estriadas em outra placa LB/Ampicilina (100pug/ml) para posterior
preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala (Sambrook et al, 1989) e confirmagéo dos
clones obtidos. A extracio de DNA plasmidial em média escala da construcédo
pBSK L1H160t foi realizada através do Qiagen Plasmid Midi Kit, segundo recomendacdes
do fabricante e a partir da qual foi obtida a quantidade necessaria para a digestdo e purificacao
do gene L1 otimizado. A digestéo para liberacdo e purificagcdo do gene L1H160t inserido no
vetor pBSK, foi realizada com uma quantidade de DNA entre 5ug e 10ug, com as enzimas
Xhol (10u/ul) e Notl (10u/ul) e seus respectivos reagentes da New England Biolabs, em um
volume final de 10ul, durante 6 horas a 37° C. A purificacdo do gene foi realizada a partir da
excisdo da banda relacionada em gel de agarose 0,8% com o uso do QIlAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen).

O vetor para expressdo em P.pastoris, contendo o promotor constitutivo do gene 3-
fosfoglicerato quinase (PGK1) foi construido e gentilmente disponibilizado pelo Prof.
Fernando Araripe Torres da UnB. O vetor pPGK possui uma sequéncia sinal para a secregao e
os sitios de restricdo para clonagem do inserto (figura 10). A purificacdo do vetor pPGK foi
realizada paralelamente a do gene L1, seguindo os mesmos procedimentos citados
anteriormente, de transformacdo bacteriana, extracGes plasmidiais (pequena e média escala) e
digestdo com as mesmas enzimas de restricdo Xhol e Notl. Adicionalmente, antes de purificar
0 vetor, 0 mesmo foi tratado com a enzima fosfatase alcalina (1u/ul) da New england Biolabs,
a 37°C, por 45°, no intuito de desfosforilar os sitios digeridos e impedir a sua recircularizagéo,
aumentando a eficiéncia de clonagem.

A reacédo de ligagéo foi realizada com os fragmentos purificados, na razdo molar de
1:3, entre vetor e inserto, em um volume final de reacdo de 10pul. A incubacdo com a T4 DNA
ligase (2U/ul) e tampdo (10x) da New England Biolabs foi feita durante 20 horas, na

temperatura de 16°C, seguida da inativagdo enzimatica por 10’, a 65°C.
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Figura 10. Esquema do vetor pPGK com o gene L1H160t inserido. A figura ilustra o gene L1
otimizado (em vermelho) de HPV-16 inserido no vetor pPGK. A presenga da sequéncia sinal
para secrecdo em leveduras (fator alfa) e dos sitios de restricdo utilizados (Xhol e Notl)
também sdo demonstrados esquematicamente.

5.1.3. Detecc¢do dos clones pPGK_L1H160t por digestdo e PCR

Para analise e confirmacdo da ligacdo entre o gene L1 otimizado e o vetor de
expressdao pPGK, foram feitas reagBes de digestdo enziméatica e PCR. Os clones
pPGK_L1H160t foram submetidos a digestdo com as enzimas Xhol e Notl para a liberacdo
do inserto. Adicionalmente, foram utilizadas enzimas Accl e Sacl que cortam o gene
otimizado e o vetor, respectivamente. A analise dos sitios de restricdo presentes na sequéncia
otimizada foi realizada através do programa Web Cutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/).

As PCRs foram feitas com primers especificos para a sequéncia do gene L1H160t e

para as regides do vetor que flanqueiam o inserto (tabela 1).

Tabela 1. Primers para deteccdo deL1H160t

Primers Sequéncia
Primer L1H160t Forward 5’- TAGGATCCATGTCATTATGGCTTCCA -3’
Primer L1H160t Reverse 5’- CTGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGCAA -3’
Primer pPGK Forward 5’ TCATAGTTCATCCCTCTCTCC 3°
Primer pPGK Reverse 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’
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O ciclo de amplificagdo em termociclador seguiu 0s seguintes passos: desnaturagao
inicial a 95°C por 3’; com 35 ciclos de 94°C por 1°, anelamento a 58°C por 30’ e extensdo a
72°C por 30°’; sendo a extensdo final de 72°C por 2’. As reacdes de PCR foram realizadas
com o0 GoTaq® Green Master Mix (Promega) 2X (pH 8.5), dNTPs (400uM dATP, 400uM
dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP) e 3mM de MgCl2, em um volume de reacdo final de
15uL. Além disso, os primers foram utilizados na concentra¢do de 0,6uM.

Os primers pPGK foram utilizados para o seqlienciamento das amostras no Nucleo
Integrado de Tecnologia (NIT) do CPqAM-FIOCRUZ, utilizando o sequenciador automatico
de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®), de acordo com os padrdes previamente
estabelecidos nesta unidade.

5.1.4. Eletroporacéo de Pichia pastoris com a construcdo pPGK_L1H160t

Aproximadamente 10pg da construgdo pPGK_L1H160t foram linearizadas por
digestdo com a enzima Sacl, para possibilitar a integracdo por recombinacdo no genoma da
levedura. Paralelamente, 10 pg do vetor pPGK linearizados, sem inserto, também foram
transformados para obtencdo de um controle negativo da expresséao.

Para preparagdo de células eletrocompetentes, foram realizados o0s seguintes
procedimentos: uma col6nia da levedura P. pastoris X-33 (linhagem tipo selvagem) foi pré-
inoculada em 10mL de YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%), a 250 rpm e
30°C, durante 6-8 horas, até ser atingida uma DOgq igual a 3. Um volume de 50ul do pré-
inéculo foi adicionado a 200mL de meio YPD para crescimento overnight ou até atingir uma
DOgqo igual 1.3-1.5. Apds alcancada a DOggo, a cultura foi centrifugada (3000 rpm por 57, a
4°C) para sedimentacdo das células e a lavagem do precipitado foi gentilmente realizada por
pipetagem, através de uma ressuspensao inicial das células em 100mL de agua deionizada
(autoclavada) gelada, seguida de centrifugacdo e descarte do sobrenadante; a segunda
ressuspensdo do precipitado foi realizada com 50mL de dgua deionizada estéril, seguindo-se
de nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante; a Gltima lavagem do precipitado foi
realizada com 20mL de sorbitol 1M gelado, seguindo-se da ultima centrifugacédo e descarte do
sobrenadante. Ao final, as células foram ressuspendidas em 1mL de sorbitol 1M e mantidas
sob gelo.

Para a eletroporacdo, os 10ug de DNA previamente linearizados (em um volume de
10uL) foram adicionados a 80puL de células eletrocompetentes e transferidos para uma cubeta

de 0.2cm pré-resfriada no gelo por 5°. A cubeta foi inserida no eletroporador (Multiporator
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Eppendorf) para transformacdo, seguindo os parametros determinados pelo fabricante: 1500
V por 5ms. Imediatamente apds o pulso elétrico, 1 mL de sorbitol 1M gelado foi adicionado a
cubeta. Em seguida, esse material foi transferido para um tubo estéril de 15 mL e incubado
por 2 horas a 30°C, sem agitacdo. Para aumentar o rendimento da transformacéo, foi
adicionado 1 mL de YPD ao tubo, seguido de incubacdo a 30°C por 2-3 horas, sob agitacdo. A
partir desse material, aliquotas de 10, 25 e 100uL foram semeadas em placas de meio YPDS
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, sorbitol 1M e Agar 2%) contendo 100
pg/mL de Zeocina para incubacdo a 30°C, por 2-5 dias.

5.1.5. Deteccéo dos clones X33/ pPGK1_L1H160t por PCR de col6nia

A PCR de colbnia com os primers especificos para o vetor pPGK e para 0 gene
L1H160t foi realizada através de uma pequena alcada dos clones (em placa fresca) misturada
a 25uL de H20 estéril. A mistura foi incubada a 95°C, por 5’¢ uma aliquota de 4puL do lisado
foi utilizada para a reacdo de PCR, preparada com o GoTag® Green Master Mix (Promega).
O ciclo de amplificacdo em termociclador seguiu 0s seguintes passos: desnaturacéo inicial a
95°C por 3’; com 35 ciclos de 94°C por 1°, anelamento a 58°C por 30°” e extensdo a 72°C por

30”’; sendo a extensdo final de 72°C por 2’.

5.1.6. Triagem de clones para a producéo de L1 por Dot Blot e Colony Blot

Apobs obtencdo dos recombinantes X33/pPGK_L1H160t, foi realizada uma triagem
inicial para detectar os clones com maior potencial ou com o maior numero de copias do
cassete de expressao, repicando-os em placas de YPD contendo concentracdes mais elevadas
de zeocina (500ug/ml e 1000ug/ml) e cultivando-os em meio liquido em pequena escala para
realizacdo do dot blot. Para a inducdo da expressao, foram inoculados 28 clones (a partir das
coldnias crescidas em meio YPD sélido com 100ug/ml de zeocina) em uma placa de cultura
de 96 pocos, com 1 mL de meio YPD em cada poco. O crescimento foi deixado até 72h, sob
agitacdo de 250 rpm, em shaker, a temperatura de 28°C. Apoés este periodo de indugdo da
expressdo, os sobrenadantes foram obtidos utilizando-se uma centrifuga de placa (Eppendorf
5804), a 10000rpm, por 5. Um volume de 100uL destas amostras foi aplicado em membrana
de PVDF 0,45um (Amersham Hybond-P; GE), aderida ao dispositivo dot blotter, acoplado a
uma bomba de sucgdo a vacuo, a qual teve a pressdo ajustada para 0,8mbar durante uma hora,

para sensibilizacdo da membrana. Em seguida, a membrana foi lavada com 100ul de TBS 1X
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(Tris-HCI 50mM, pH 7.4 e NaCl 150mM) por 5°. Para o bloqueio utilizou-se solucdo de leite
5% por 40" (100ul). O leite foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur, seguindo-se
outra lavagem com TBS 1X por 5" para aplicacdo de 30pul do anticorpo CamVir-1 (anti-L1 de
HPV-16) diluido 1:1000 em leite 5%, e posterior incubacdo por 1h a 37°C. Apos este periodo,
0 anticorpo foi retirado e a membrana foi lavada trés vezes com solugdo TBS-Tween (0,05%)
por 10°. Posteriormente, foi adicionado o anticorpo secundario conjugado a peroxidase,
diluido 1:2000 em leite 5%. Depois de mais 3 lavagens de 10’, com TBS-Tween (0,05%), a
revelacdo foi realizada por quimioluminescéncia com incubacdo da membrana em solucéo do
substrato que inclui trés reagentes: o Luminol (SIGMA-ALDRICH®); o lodofenol (SIGMA-
ALDRICH®) diluido em DMSO (Merck); e o perdxido de hidrogénio comercial 20 volumes.
Em seguida a membrana foi utilizada para sensibilizar filmes BioMax Light Film para
eletroquimioluminescéncia (ECL) da empresa KODAK. As revelagdes dos filmes foram
realizadas com revelador Dektol (KODAK) diluido 1:3 e a fixacdo por solucdes de &cido
acético.

Ainda com o objetivo de escolher clones com melhor potencial de expressdo, foi
realizado o colony blot. Este experimento consiste na incubacdo da membrana de PVDF
(0,45um), por um periodo de 3h, sobre as estrias das leveduras recombinantes (em placa e
mantidas em estufa 30°C, por 72h). Apos este tempo, a membrana ¢é lavada trés vezes, por 10’
com o TBS-Tween (0,05%). A partir de entdo, a membrana é bloqueada com leite 5% por 1h.
O anticorpo CamVir-1 diluido 1:1000 é adicionado a solucdo de incubacao e deixado por 1-2h
a 2-8°C. As trés lavagens, por 10’ com o TBS-Tween (0,05%) sdo repetidas e a membrana é
adicionado o anticorpo secundario, conjugado a peroxidase (1:3000) em leite 5%. Apds o
tempo de incubacdo de 1h, a membrana foi novamente lavada e submetida a revelacdo por

guimioluminescéncia, ja citada.

5.1.7. Inducgéo da expresséo dos clones X33/ pPGK_L1H160t em frasco

O pré-indculo foi feito a partir da col6nia recombinante (retirada de placa YPD fresca)
em 25ml de meio BMGY-Buffered Glycerol-complex Medium (extrato de levedura 1%,
peptona 2%, tampdo fosfato de potassio 100 mM-pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10°%,
glicerol 1%), em um Erlenmeyer de 250ml. Apds o crescimento overnight (16-18h), a 28°C e
a 250rpm, a cultura com DOgg, de 2-6 foi centrifugada (3000rpm, 5°) para ressuspensdo das
células em 100ml de meio BMGIuY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, tampdo fosfato de
potassio 100 mM-pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10°%, glicose 2%) ou MD (biotina 4x10°
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%, YNB 1.34%, glicose 2%) em Erlemmeyer de 1L. As condices do crescimento foram as
mesmas do pré-inoculo. A cada 24 horas (até o tempo de 72h) foram retirados 5 ml do
sobrenadante para as analises subsequientes da expresdo do gene L1H160t. O recombinante
X33/pPGK foi utilizado como controle negativo. Em paralelo, outro protocolo de indugéo
utilizando apenas meio BMGIuY (sem a etapa de pré-inoculo) foi utilizado. Neste, foram

aplicadas as mesmas condigdes de crescimento, anteriormente citadas.

5.1.8. Analise da transcricéo do gene L1H160t através de RT-PCR

Um dos clones X33/PGK_L1H160t positivos no dot blot e colony blot, foi selecionado
para crescimento em frasco de 500ml, com 50ml de YPD. Ap6s 72h do inicio do crescimento
e consequente inducdo da expressdo, um precipitado foi obtido a partir de 1ml da cultura para
a extragdo do RNA total com o RNeasy Mini Kit (Qiagen).

O RNAmM do gene L1H160t foi detectado por RT-PCR, usando o kit ImProm-//™
Reverse Transcription System (Promega). O produto da amplificacdo de 500pb foi gerado
com os primers desenhados para uma regido interna do gene sintético: Forward 5’-
GGTCAACCTTTAGGAGTTGG-3" ¢ Reverse 5’- GACGAACATTTGTTCCCTTCA -5,
visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%.

5.1.9. Precipitacdo de proteinas do sobrenadante com TCA e acetona

Para a precipitacdo das proteinas, foi utilizado 1mL do sobrenadante com 200ul de
acido tricloroacético (TCA) 100%. Apds incubacdo a 2-8°C, por 1-3h, centrifugou-se a
14.000 rpm, por 30’ e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 200pl
de acetona gelada, centrifugando-se novamente sob as mesmas condicdes. A etapa de
lavagem foi repetida por 3 vezes. O precipitado foi secado em centrifuga a vacuo por 10’ e
ressuspenso em 20pl de tampdo de amostra 2x (Tris-HCI, pH 6.8, 200Mm; SDS 4%, -

mercaptoetanol 4%; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%).
5.1.10. Analise das proteinas por gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

As proteinas foram submetidas & separacdo em gel SDS-PAGE em sistema de
eletroforese, com corrente constante (20mA) e tampao de corrida 1x (Tris 125mM, Glicina

0,96M e SDS 0,5%), por 1-2h. Antes da aplicacéo, as amostras foram fervidas em tampéo de
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amostra 2x, por 5°, no intuito de desnaturar as proteinas. O gel foi preparado segundo
descricdo de Laemmli (1970). A visualizacdo das bandas no gel foi realizada com a incubacéo
em solucdo corante (commassie brilliant blue R-250 0,25%, metanol 45% e &cido acético
glacial 10%) por 40°-60’, e em seguida em solucdo descorante (metanol 45% e &cido acético
glacial 10%). Também foi utilizado o protocolo de coloracéo por prata, no qual foi utilizado o
gel descorado (ap6s coloragdo por comassie). Na primeira etapa o gel foi desidratado com
etanol 50%, por 3 incubacdes a 20°. Acrescentou-se o tiossulfato de sddio (0,02%) por 1°, sob
agitacdo, seguido de 3 lavagens brandas com agua destilada. A solucdo de nitrato de prata
(nitrato de prata 0,2% e formaldeido 0,075%) foi adicionada para incubacdo, sob agitacéo, por
30°. Ao término de trés lavagens brandas com agua destilada, foi acrescentada a solugao de
revelacdo (carbonato de célcio 6%, formaldeido 0,05% e solucéo tiossulfato de sodio 2%) até
0 aparecimento das bandas, com posterior interrupcdo pela solucdo de parada (&cido acético
glacial 13%).

5.1.11. Western Blot da proteina L1 de HPV-16

Para deteccdo da proteina L1 de HPV-16 produzida pelos clones recombinantes de
P.pastoris, o gel SDS-PAGE foi tranferido para a membrana de PVDF 0,45um em sistema de
transferéncia Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, segundo recomendacdes do
fabricante. Os protocolos de blogueio, lavagem, incubacdo com anticorpo CamVir-1 e
revelacdo da reacdo por quimioluminescéncia foram os mesmos utilizados para o colony blot,

descrito no item 5.1.4.1.

5.2. Estratégia baseada em imunizacdo genética: vacina de DNA

5.2.1. Construcdo do gene E5 de HPV-16 otimizado para expressdo em ceélulas de

mamifero

O gene sintético para expressdo em células de mamifero foi construido com base na
sequéncia codificadora da proteina E5 de HPV-16 que apresenta 83 aminoéacidos, identificada
no banco de dados do NCBI (nimero de acesso NC_001526.1). Foram inseridos na
sequéncia: o epitopo AUL na porcdo N-terminal para facilitar a detecgdo imunoldgica (Lim et
al., 1990), a sequéncia consenso de Kozak para expressdo em eucariotos e sitios para as

enzimas de restricdo Xhol e Notl que flanqueiam o gene e permitem a construcdo da vacina
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de DNA através da estratégia de subclonagem no vetor pClneo. A sequéncia com 0s
nucleotideos marcados (figura 11) foi enviada a empresa Epoch Biolabs (USA), a qual
sintetizou o gene, substituindo os cddons pelos preferencialmente utilizados por mamiferos, e

clonando-o em vetor pBSK.

GCCACCATGGACACCTATCG CTATATATACTGCAT CCACRACATT ACTG6 CETGC TTTT T6CTT T6CTT TGIGT6CT
TIT616T6TCTGCCTAT TARTACGTC CGCTG CTTTTGICTGTGTCT ACATACACAT CATTART ARTATTGGTATTACTAT TGT
GGATARCAGCAGCCTCTGCGT TTAGGTGTTT TATTG TATATATTAT ATTTGTTTAT ATACCATTATTTTT ARTACATACACAT
GCACGCTTTTTARTTACALEIGAATT C6C66CC6C

A
_____ e NotI: sitios para clonagem no pCI

AU-1 (EPV-1): DTYRYI: GACACCTATCGCTATATA
B GOOROONIS: Scoucncia Kozalk + ATG
'TGCATCCRCARCH : secnéncia do gene ES
! w - Codon de parada

Figura 11. Esquema do gene E5 de HPV-16, enviado para otimizacdo de codons. Em A, 0s
nucleotideos marcados na sequéncia do gene E5; em B, uma legenda que identifica: os sitios
de restricdo, o epitopo AUL, a sequéncia consenso de Kozak para tradugdo em eucariotos, a
sequnéncia do gene E5 e 0 cddon de parada.

5.2.2. Clonagem do gene E5 de HPV-16 otimizado em vetor pClneo

Os protocolos para obtencéo do gene E5H160t e também do vetor pClneo foram os
mesmos mencionados no item 5.1.2 deste trabalho. Os fragmentos purificados (ambos
digeridos com as enzimas Xhol e Notl) foram submetidos a uma reacdo de ligacdo (volume
final de 10ul) realizada com a T4 DNA ligase (3U/ul) do RBC Rapid Ligation Kit, sendo
submetida a 22°C, por 1 hora. Para cada ligacdo foi utilizada uma concentracdo padrdo de
100ng/ul do vetor pClneo. As proporgdes inserto:vetor foram de 5:1 e 10:1, sendo utilizado o
calculo que relaciona o tamanho do inserto com o do vetor:

e Calculo Inserto-Vetor, relacéo de 5:1:

Concentracdo do vetor x Tamanho em Kb do inserto x 5 = ng do inserto necessaria

Tamanho em Kb do vetor
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5.2.3. Deteccéo dos clones pCl_E5H160t por digestdo e PCR

A primeira analise dos clones foi feita atraves da digestdo enzimatica dos plasmidios
extraidos dos clones, com as enzimas de restricao utilizadas para a clonagem, Xhol (10u/ul) e
Notl (10u/ul). A deteccdo da ligacdo do inserto no vetor, também foi realizada por PCR com
primers que pareiam no pClneo (tabela 2), assim como com os primers que pareiam na regiao
do gene E5H160t (tabela 3). A andlise da orientacdo deste inserto também foi feita através de
uma PCR, utilizando numa mesma reacéo, o primer forward que pareia na regido do vetor e 0

primer reverse que pareia no gene.

Tabela 2 . Primers que anelam no vetor pClneo

Primers Sequéncia
Primer Forward 5 TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’
Primer Reverse 5’ GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3

Tabela 3 . Primers que anelam no gene E5H160t

Primers Sequéncia
Primer Forward 5> ACGTTACTGGCCGAAGCCGCT 3’
Primer Reverse 5> ATAATATGGCCACAACCATGG 3’

O programa usado no termociclador para o gene E5SH160t seguiu a seguinte ordem:
desnaturagdo inicial a 94°C por 1°; 35 ciclos de 94°C por 20°’, 50°C por 40°* ¢ 72°C por 30°’,
com extensao final de 72°C por 2’ As reacOes de PCR foram realizadas com o GoTaq®
Green Master Mix (Promega) 2X (pH 8.5), dNTPs (400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM
dCTP, 400uM dTTP) e 3mM de MgCI2, em um volume de reacdo final de 15uL. Além disso,
os primers foram utilizados na concentragio de 0,6uM.

Os clones positivos nas andlises de PCR e digestdio foram submetidos ao
sequenciamento utilizando-se os primers para o vetor pClneo. Estes primers pareiam nas
regides que flanqueiam o gene de interesse, permitindo a verificacdo da matriz de leitura do
inserto. As amostras foram sequenciadas no Ndcleo Integrado de Tecnologia (NIT) do
CPgAM-FIOCRUZ, utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystem®), de acordo com os padrdes previamente estabelecidos nesta unidade.
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5.2.4. Transfeccdo da construcdo pCl_E5H160t em células eucaridticas in vitro

O vetor vacinal com o gene E5H160t foi transfectado em células eucaridticas HEK-
293 (Human embrionic kidney cell), cultivadas em meio DMEM completo (Dulbecco's
Modified Eagle's Médium-Invitrogen®) constituido de: soro bovino fetal 10% (Gibco®);
penicilina/estreptomicina 1% (Gibco®) e L-glutamina 1% (Sigma®). As ceélulas foram
transfectadas apds atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%, em placa de cultura
de 6 pogos (33,7mm), preparadas 24h antes, para uma concentragdo de 6x10° células/mL. O
protocolo seguiu as instrugdes sugeridas pelo fabricante do Polyfect Transfection Reagent
(Qiagen®): homogeneizacdo das células com 4ug da construcdo pCl_E5H160t e 8pl do
reagente para incubagdo por 10’; adicdo de 300ul de meio DMEM apenas acrescido de soro
fetal bovino 10%; transferéncia de 408l desta mistura para cada pogo da placa de cultura e
incubagdo por 4h em estufa 5% de CO2, 37°C. Em seguida, foi retirado 0 meio anterior e
adicionado o meio DMEM completo para a manutencéo celular e incubacdo por 48 horas. As
células também foram transfectadas com o plasmideo pClneo vazio, utilizado como controle

negativo.

5.2.5. Analise da transcricdo do gene E5H160t através de RT-PCR

As células transfectadas, nas condi¢bes ja descritas, foram cultivadas por 48h no
objetivo de obtencdo do RNA total e consequente deteccdo da presenca do RNAmM do gene
heterélogo. Para isso, foi utilizada uma placa de 6 pocos: dois po¢os com apenas células 293,
outros dois com o vetor vazio pCl-neo e mais dois, com o pCl_E5H160t. As duas primeiras
situacbes foram utilizadas como controle negativo. Apds 48 horas da transfeccdo, o meio
DMEM foi retirado e o material restante lavado 1 vez com 1ml de PBS1X estéril. Em
seguida, foram acrescentados 500l de tripsina, com incubacéo por 30 segundos a 37°C. Para
inativagéo da tripsina foi acrescentado 1 ml de meio DMEM completo e o volume referente
aos dois pocos de cada situacdo foram transferidos para tubo falcon de 15ml para
centrifugacgdo a 1500 rpm, por 10°. O precipitado foi guardado a -80°C para posterior extragdo
do RNA.

A extragdo foi realizada de acordo com as instrugdes do RNeasy Mini kit (Qiagen).
Todas as amostras foram tratadas com a enzima DNase (Promega), por 1lh, a 37°C para
garantir a auséncia de DNA contaminante, e consequentemente, os resultados falsos-

positivos. Apos esta etapa, 4l do RNA tratado foram utilizados para a sintese do cDNA com
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0 kit ImProm-I/I™ Reverse Transcription System (Promega). Para cada amostra testada, foi
realizada uma reagdo controle, sem transcriptase, para confirmar a auséncia de DNA
contaminante. O programa em termociclador consistiu de 3 ciclos: 25°C por 5°, 42°C por lh e
70°C por 15°.

A amplificacdo do cDNA foi feita através da RT-PCR, utilizando-se 4,75ul de cDNA,
0,75ul de cada primer (10pmol/ pl), ¢ 6,25ul do GoTaq® Green Master Mix (Promega), para
um volume final de 12,5ul de reagdo. Os primers utilizados foram os mesmos utilizados na
deteccdo dos clones e pareiam nas extremidades do gene E5H160t, resultando em um produto
de amplificacdo de 280pb. O programa usado no termociclador foi: desnaturacdo inicial a
94°C por 1°; 35 ciclos de 94°C por 20°°, 50°C por 40°* e 72°C por 30°’; extensao final a 72°C
por 2’.

5.2.6. Imunoprecipitacdo da proteina E5SH16

A presenca de E5 no meio intracelular foi analisada pela imunoprecipitacéo, a partir da
transfeccéo da construgdo pCl_E5H160t, de 6 x 10° células, em placa de cultura de 100mm,
com uma confluéncia de 80%, usando o anticorpo monoclonal AU1. Como controle negativo,
as células foram transfectadas com o vetor vazio pCl-neo e também foi utilizado o extrato
celular da celula HEK-293. Apos 48 horas, as células foram mantidas no gelo, lavadas trés
vezes com tampao PBSIX gelado e incubadas por 5° com 1mL do tampdo de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) [20mM MOPS (&cido morfolino propanosulfénico) 150mM
NaCl, 1ImM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1% Deoxicolato e 0,1% Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), pH 7.0] e coquetel de inibidores de proteases (Roche). As células foram transferidas
para microtubo, homogeneizadas em vortex por 2’ e centrifugadas a 8.000rpm por, 5°. Foram
transferidos 500uL do sobrenadante para outro microtubo, no intuito de incuba-lo com o
anticorpo primério anti-AU1 (Covance), diluido 1:150, em rotacdo constante, por 1h, a 4°C.
Foi adicionado 25uL da suspensdo da proteina A-Sefarose CL-4B (Invitrogen) e incubado por
mais 1h, a 4°C na mesma rotacdo. O imunocomplexo foi lavado 4 vezes com 500uL do
tampdo RIPA gelado, ressuspendido em 40uL de tampé&o de amostra 2X (10% SDS, 1M Tris-
HCI pH6.8, glicerol, &gua e 2-Mercaptoetanol) ¢ aquecido por 5°, a 95°C. As amostras foram
analisadas em gel SDS-PAGE 15%.
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5.2.7. Western Blot da proteina E5 de HPV-16

ApOls a imunoprecipitacdo, as amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15%
(250V e 30mA) e transferidas por 30 minutos (25V e 400mA) para membrana Immobilon-P
(Millipore, Bedford, MA) em sistema semi-seco de transferéncia (Bio-Rad, Hercules, CA),
segundo recomendacBes do fabricante. O western blot teve inicio com o bloqueio da
membrana, durante 1h, em solucdo PBS 1X-Tween (0,05%) com leite 5%. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo monoclonal contra o epitopo AU, diluido 1:500 em solucdo PBS 1X-
Tween (0,05%) com leite 1%, para incubacédo por 1h, sob agitacdo. Subsequentemente, depois
de lavada 3x, por 10’ com PBS 1X-Tween (0,05%), as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario (1:5000) anti-lgG de camundongo, conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch®), também por 1h, sob agitacdo. Ap6s mais 3 lavagens de 10’ a membrana
foi submetida a revelacdo por quimioluminescéncia com o uso do ECL kit (Amersham,
England, UK®).
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6. RESULTADOS

6.1. Estratégia baseada em VLPs: Expressao de L1 de HPV-16 em Pichia pastoris
6.1.1. Obtencdo do gene L1 de HPV-16 otimizado

Ap0s recebimento da sequéncia otimizada para expressdo em Pichia pastoris de L1 de
HPV-16, sintetizado pela empresa Epoch Biolabs, foi realizado um alinhamento desta (figura
11) com a sequéncia selvagem de L1 depositada no NCBI (nimero de acesso Gl: 27752860),
no intuito de detectar o grau de modificacdo ap0s a substituicdo de cddons originais para 0s
preferenciais de Pichia pastoris. A sequencia otimizada apresentou 22% de diferenca em
relacdo a selvagem. Esta andlise foi realizada com a ferramenta Nucleotide Blast

disponibilizada pelo NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGTCATTATGGCTTCCATCCGAAGCTACTGTTTATTTACCACCTGTTCCTGTTTCTAA
GGTCGTCTCTACTGACGAGTATGTGGCAAGAACTAATATTTATTACCATGCTGGTACCTCCAGATTGCTGGCTGTCGGACACC
CATATTTCCCAATCAAGAAACCTAACAACAATAAAATATTAGTGCCTAAAGTCTCAGGTTTGCAATACAGAGTGTTTAGAATA
CATTTACCAGACCCAAATAAATTCGGATTCCCAGATACATCTTTCTATAACCCAGATACACAGAGACTGGTTTGGGCATGCGT
TGGTGTTGAAGTGGGTAGGGGTCAACCTTTAGGAGTTGGAATTTCTGGACATCCATTGTTGAATAAATTGGATGATACAGAAA
IARTGCTTCCGCATACGCCGCTAATGCCGGTGTCGACAATAGAGAGTGTATTTCTATGGACTACAAGCAGACACAATTATGTCTG
IATAGGTTGCAAACCACCTATAGGTGAACACTGGGGTAAAGGTTCTCCTTGTACCAACGTCGCCGTTAATCCTGGTGACTGCCC
IACCATTAGAATTAATTAACACCGTCATCCAAGACGGTGACATGGTTGATACTGGTTTCGGAGCAATGGATTTTACTACATTAC
IAGGCAAATAAGTCTGAGGTCCCATTGGACATTTGCACCTCTATTTGTAAGTACCCAGATTATATCAAGATGGTTTCCGAACCA
TACGGAGATTCTCTGTTCTTTTATCTTAGAAGGGAACAAATGTTCGTCAGACACTTGTTCAATAGAGCTGGTGCAGTTGGTGA
IAAACGTGCCAGATGATCTGTACATTAAAGGATCAGGATCTACAGCCAACTTGGCATCCTCCAACTACTTTCCTACTCCTTCCG
GTTCTATGGTTACCTCTGACGCTCAAATCTTCAATAAGCCATACTGGTTGCAGCGTGCTCAAGGACACAATAACGGTATTTGT
TGGGGTAACCAACTGTTTGTGACCGTTGTTGACACTACAAGGTCTACCAATATGTCATTATGTGCTGCCATCTCTACTTCAGA
IAACAACCTACAAGAACACAAACTTTAAGGAATACTTGAGACACGGTGAGGAGTACGACCTTCAGTTCATATTTCAATTGTGTA
IRAATTACCCTTACCGCTGATGTTATGACTTACATACATTCAATGAACTCCACCATCCTGGAAGATTGGAACTTTGGTCTTCAG
CCTCCACCAGGAGGTACCTTGGAGGATACATACAGATTCGTGACATCACAAGCTATCGCTTGTCAAAAGCATACTCCACCTGC
CCCAAAGGAGGACCCTCTGAAGAAGTACACTTTCTGGGAGGTTAACTTGAAAGAGAAGTTTTCAGCTGATTTGGATCAATTTC
CTTTGGGAAGAAAGTTCTTGCTTCAGGCTGGACTTAAAGCCAAGCCTAAATTCACTCTTGGAAAACGTAAAGCTACTCCTACT
IACTTCCTCAACTTCAACTACTGCTAAGCGTAAGAAACGTAAGTTGCATCATCATCATCATCATTAAGCGGCCGC

Figura 12. Sequéncia do gene L1H160t. Em azul sdo mostrados os nucleotideos referentes aos
sitios de restricdo, a sequéncia Kozak, a cauda de histidina, ao cédon de parada e as cisteinas
importantes na formacdo das VLPs (TGT). Em preto, a sequéncia do gene onde houve a troca
de 22% dos nucleotideos para os preferencialmente utilizados em Pichia.

6.1.2. Clonagem do gene L1 de HPV-16 otimizado em vetor PGK
A construgdo pBSK_L1H160t, foi transformada em células de E.coli DH5a para

posterior extragdo plasmidial e digestdo (figura 13A), no intuito de obter uma quantidade

suficiente do gene L1 purificado (figura 13B) para clonagem no vetor de expressao.
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3.0kb pBSK 1,5kb L1H160t

1.5kb L1H160t

Figura 13. Purificacdo de L1H160t. Em A, mega digestdo do pBSK _L1H160t para liberacéo
do inserto; M: marcador 1kb (Promega); 1: digestdo com as enzimas Xhol e Notl. Em B, gene
L1H160t purificado; M: marcador 1kb (Ludwig); 1: gene L1H160t. Gel de agarose 0,8%,
corrida a 75V e 100V, respectivamente.

O vetor de expressdo pPGK foi digerido com as enzimas Xhol e Notl, resultando na

liberacdo do gene do fator de crescimento epidermal (EGF), o qual estava clonado na

construcdo recebida (figura 14A). A figura 14B mostra o vetor pPGK purificado.

3,0kb

Figura 14. Purificacdo do vetor pPGK. Em A, digestdo da construcdo pPGK_EGF para
liberacdo do vetor; 1: construcdo pPGK_EGF digerida com Xhol e Notl; M: marcador 1kb
(Ludwig). O vetor de expresséo de aproximadamente 3,0Kb é visualizado em B; M: marcador
1kb (Promega); 1: vetor pPGK. Gel de agarose 0,8%, corrida a 100V.

A obtencdo da construcdo PGK1_L1H160t foi confirmada através de digestdo e PCR.
A digestdo enzimatica com as enzimas Xhol e Notl liberou o fragmento esperado, de 1,5Kb
(figura 15A). Adicionalmente, as enzimas Accl e Sacl também foram utilizadas para a

digestdo de sitios ja conhecidos nas sequéncias do inserto e do vetor, respectivamente. A Sacl
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linearizou os vetores (sem inserto-3,0Kb e com inserto-4,5Kb) nos tamanhos esperados e a
Accl liberou a banda de 593pb, indicando, deste modo, a correta orientacdo do inserto no

vetor de expressdo pPGK (figura 15B).

3,0Kb

500pb 593pb

Figura 15. Confirmacao dos clones pPGK_L1H160t por digestdo enzimatica. Em A, digestao
com enzimas Xhol e Notl visualizada em gel de agarose 0,8%, corrida a 100V.; M: Marcador
1Kb (Fermentas); 1. L1H160t purificado; 2: vetor pPGK purificado; 3-8: liberacdo do inserto
a partir do DNA plasmidial de 6 clones. Em B, digestdes com enzimas Sacl e Accl
visualizadas em gel de agarose 2%, corrida a 100V; M: Marcador 1Kb (Fermentas); 1: vetor
pPGK sem inserto (3,0Kb), linearizado com Sacl; 2 e 3: linearizagdo do DNA plasmidial de 2
clones com Sacl (aproximadamente 4,5Kb); 4-10: digestdo com a enzima Accl a partir do
material genético de 7 clones, liberando um fragmento de 593pb da sequéncia otimizada do
gene L1 de HPV-16.

Os fragmentos amplificados por PCR, tanto com os primers especificos para a
sequéncia otimizada de L1, quanto com os primers para as regides flanqueadoras, presentes
no vetor de expressdo também confirmaram a correta integracdo L1H160t no vetor pPGK
(figura 16).

39



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1,5Kb

Figura 16. Confirmacao dos clones pPGK_L1H160t por PCR. M: Marcador 1Kb (Fermentas);
1. gene L1H16ot purificado; 2: controle positivo da reacdo; 3-7: bandas referentes a
amplificacdo com os primers para sequencia otimizada do gene L1 (no gel, um pouco menor
que o gene L1 purificado, pois o primer L1H160t Forward anela ap6s os 30 primeiros
nucleotideos da sequéncia otimizada); 8: controle negativo da reacdo; 9-13: bandas referentes
a amplificacdo com os primers PGK Forward e L1H160t Reverse; 14: banda referente a
amplificacdo com os primers PGK Forward e PGK Reverse que anelam nas regides
flanqueadoras do inserto (apenas um clone foi escolhido). Os resultados foram visualizados
em gel de agarose 0,8%, apds corrida a 100V.

6.1.3. Obtencao dos clones X33/pPGK_L1H160t

Os clones em célula de Pichia pastoris foram devidamente selecionados através do
crescimento em placas com o antibiotico zeocina. Inimeras colbnias foram obtidas, mas
apenas algumas foram repicadas em outra placa com zeocina (figura 16), para as analises
posteriores. Uma PCR de coldnia foi realizada com 4 clones, para confirmacgéo da insercéo do

cassete de expressao no genoma da levedura (figura 17).

2Kb

Figura 17. Clones X33/pPGK_L1H160t. Em A, uma placa de YPD contendo 500ug/mL de
zeocina, com estrias de algumas das col6nias obtidas pela eletroporacdo. Em B, a confirmacéo
da integracdo do cassete de expressdo no genoma de P.pastoris por PCR de colbnia. M:
Marcador 1Kb Fermentas; 1-4: clones amplificados com os primers que anelam no vetor
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pPGK (regides que flanqueiam o gene L1H160t); 6: controle positivo da PCR (vetor
pPGK_L1H160t).

6.1.4. Deteccdo da trascri¢do do gene L1H160t em células de Pichia pastoris

Para analise da transcricdo, um clone foi selecionado para extracdo de RNA total e
deteccdo do RNAm do gene L1H160t. A amplificacdo do fragmento de 500pb (regido interna
do gene), resultante dos primers desenhados para a RT-PCR, com base na sequencia

otimizada (figura 18), foi visualizada em gel de agarose 1%.

500pb
500pb

Figura 18. RT-PCR de clone X33/ PGK_L1H160t. M1: marcador de 100pb (Ludwig); 1:
Controle positivo da reacdo; 2 e 3: duplicata do cDNA amplificado, do clone X33/
pPGK_L1H16o0t; 4: controle negativo da sintese de cDNA, com auséncia da transcriptase
reversa; 5: controle negativo da reacdo de PCR (branco); M2: marcador de 1Kb (Fermentas).

6.1.5. Visualizacéo das proteinas dos clones por SDS-PAGE

Apbs precipitacdo das proteinas por TCA, dos sobrenadantes dos clones induzidos, as
mesmas foram aplicadas em gel SDS-PAGE e submetidas a coloracdo por prata. No perfil
apresentado, a banda de 55KDa referente a proteina L1 de HPV-16 ndo pbde ser evidenciada

com preciséo (figura 19).
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Figura 19: Proteinas visualizadas por SDS-PAGE. M: marcador de peso molecular
(PageRuler Prestained Protein Ladder-Fermentas); 1: proteinas precipitadas por TCA a partir
de sobrenadante do controle negativo X33/pPGK; 2: proteinas precipitadas por TCA a partir
de sobrenadante do clone X33/pPGK_L1H160t. Nos pocos 1 e 2 foram aplicados 20ul da
amostra. As proteinas foram precipitadas a partir do sobrenadante do tempo de 72 horas de
inducéo.

6.1.6. Deteccdo da proteina L1H16 por Dot Blot e Colony Blot

A deteccdo da proteina L1 com anticorpo CamVir-1, foi possivel, inicialmente, pelos
ensaios de dot blot (utilizando o sobrenadante dos clones) e colony blot (utilizando as
linhagens recombinantes repicadas em placa). A expressao do gene L1H160t foi satisfatdria
apenas para alguns clones, demonstrada pela presenca da proteina recombinante no meio
extracelular, como observado nas figuras 20 e 21, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

»
A." E ] ...

B
-®
M L

~

Controle Negativo

Figura 20. Dot Blot de clones X33/ PGK_L1H160t. Em cada poco do blotter foram aplicados
100ul do sobrenadante dos clones crescidos em deep well, assim como do controle negativo
(X33/pPGK1), representado na figura como a amostra 8C. Para alguns clones foi observada
auséncia de reagdo, como por exemplo, o clone 4A.
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Controle Negativo Controle Negativo

Figura 21. Colony Blot de clones X33/ PGK_L1H160t. Ambas as placas A e B, apresentam
reacOes especificas nos clones, assim como a auséncia de reacdo nas estrias do clone negativo
(X33/pPGK1). Semelhantemente ao dot blot, em certos clones (presentes na placa B) néo foi
detectada a expressdo de L1.

6.1.7. Deteccdo da proteina L1H16 por Western Blot

Alguns clones foram selecionados para expressao em frasco, com base nos resultados
provenientes do dot blot e do colony blot, para realizacdo do Western blot. Neste dltimo
experimento foram utilizadas as amostras precipitadas (1ml do sobrenadante) por TCA. A
figura 22 demonstra uma reagdo especifica nas amostras dos clones, apds incubagdo com
anticorpo CamVir-1 (anti-L1 de HPV-16).

M Ia 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b S5a 5b

MkDa (o

$5kDa o

P5kDa o

25kDa —

Figura 22. Western Blot da proteina L1H16. A figura mostra os proteinas precipitadas dos
clones, M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder-Fermentas);
la e 1b: proteinas precipitadas nos tempos de 24 horas (T24) e de 72 horas (T72) do clone 1;
2a e 2b: proteinas precipitadas dos T24 e T72 do clone 2; 3a e 3b: proteinas precipitadas dos
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T24 e T72 do clone 3; 4a e 4b: proteinas precipitadas dos T24 e T72 do clone 4; 5a e 5b:
proteinas precipitadas dos T24 e T72 do controle negativo (X33/pPGK). Em cada poco foram
aplicados 20ul de amostra. A area contornada em verde, mostra regibes mais intensas,
correspondentes a proteina L1, de massa molecular de 55K Da.

6.2. Estratégia baseada em imunizacao genética: vacina de DNA

6.2.1. Obtencdo do gene E5 de HPV-16 otimizado

O gene E5 de HPV-16 foi devidamente sintetizado pela empresa Epoch Biolabs, com
0s codons otimizados para expressdo em células de mamifero. A sequéncia do gene otimizado
(figura 23) foi alinhada com a sequéncia do gene E5 selvagem de HPV-16 para identificacéo
do grau de modificacdo apos a sintese do gene. A sequéncia otimizada apresentou 27% de
diferenca em relagcdo a sequéncia selvagem. Esta analise foi realizada com a ferramenta

Nucleotide Blast disponibilizada pelo NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

CTCGAGGCCACCATGGACACCTATCGCTATATATACTGCATTCACAATATAACCGGTGTCCTGTTCGCACTGCT(
TGCGTGCTCCTCTGCGTTTGTCTGCTGATACGGCCTCTCCTGCTGTCAGTGTCTACTTACACAAGTCTCATTATC
CTGGTGCTGCTGCTGTGGATCACAGCAGCCTCCGCCTTTAGATGTTTTATCGTTTATATCATTTTCGTGTATATA|
CCACTGTTTCTGATCCATACCCATGCAAGATTCCTGATCACAtgaGAATTCGCGGCCGC

Figura 23. Sequencia do gene E5H160t. Em azul sdo mostrados os nucleotideos referentes aos
sitios de restricdo, a sequéncia Kozak, ao epitopo AU1L para deteccdo, e ao codon de parada.
Em preto, a sequéncia do gene onde houve a troca de 27% dos nucleotideos para os
preferencialmente utilizados em mamiferos.

6.2.2. Clonagem do gene E5 de HPV-16 otimizado em vetor vacinal pClneo

A digestdo da construcdo pBSK_E5H160t foi realizada para liberacdo e posterior

purificacdo do inserto E5H160t (figura 24).
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Figura 24. Purificacdo do gene E5SH160t. Em A, mega digestdo do pBSK; M: marcador 1kb
(Promega); 1: mega digestdo com as enzimas Xhol e Notl. Em B, gene E5H160t purificado;
1: gene E5H160t; M: marcador 50pb (Ludwig). Gel de agarose 1%, corrida a 75V e 100V,
respectivamente.

Para possibilitar a ligacdo do gene E5H160t no vetor vacinal pClneo, 0 mesmo foi

purificado, apos digestdo com as mesmas enzimas (figura 25).
M 1

55000b
3000pb

1000pb

Figura 25. Vetor vacinal pClneo purificado. M: Marcador 1kb (Promega); 1: vetor pClneo
visualizado em gel de agarose 2% e corrida a 100V.

Apo6s obtencdo do gene e do vetor purificados, os mesmos foram submetidos a
reacOes de ligacdo. Os clones recombinantes de E.coli DH5a foram obtidos e a primeira
analise para confirmacdo foi feita através de digestdo enzimatica dos plasmidios extraidos que

resultou na liberacdo do inserto de 280pb referente ao gene E5H160t (figura 26).
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Figura 26. Deteccdo de clones pCl_E5H160t por digestdo enzimatica. M1: marcador 1kb
Promega; linha 1: vetor pClneo linear utilizado como controle; linhas 2-6: construcoes
pCl_E5H160t digeridas, mostrando a liberagdo do inserto E5H160t; linha 7: gene ESH160t
purificado, utilizado como controle; M2: marcador 50pb Ludwig. Corrida em gel de agarose
2%, a 100V.

O material genético dos clones positivos nas reacdes de digestdo foi submetido a
uma PCR (figura 27), tanto com os primers desenhados para a sequéncia otimizada de
E5H16, quanto para as regides que flanqueiam o gene, presentes no vetor pClneo. Em uma
mesma reagdo também foram utilizados os primers Forward para o vetor pCl e Reverse para

0 gene E5H160t, no intuito de verificar a orientacdo correta do inserto.

8 9 10 11

500bp

300pb

Figura 27. Deteccdo de clones pCl _E5H160t por PCR. M: marcador 50pb Ludwig; 1:
controle positivo da reacdo de PCR utilizando o vetor vazio pClineo; 2: controle positivo da
reacdo de PCR, utilizando uma construcdo conhecida com o gene E5 de BPV clonado em
pCineo; 3-7: amplificacdo do gene E5H160t inserido no vetor pClneo (480pb = regido
amplificada do vetor pClneo de 200bp, adicionada da regido de 280pb relativa ao gene
E50tH16); 8: PCR do clone E5SH16pCI com primers para o gene E5H16 otimizado; 9: PCR
do clone com primer Forward para o vetor pCl e primer Reverse para o gene E5SH160t; 10:
gene E5H160t purificado; 11: marcador 50pb Ludwig. Corrida em gel de agarose 2%, a
100V.
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6.2.3. Deteccdo da trascri¢ao do gene E5H160t em células HEK-293

A amplificacdo do gene E5H160t através da RT-PCR mostrou que a sua transcri¢cao
estava ativa nas células HEK-293 transfectadas. Para os controles negativos da reacdo foram
utilizados, tanto os cDNAs das células transfectadas com o vetor vazio pCl-neo, quanto das
células 293 sem vetor. Além disso, para descartar a possibilidade de contaminagdo das
amostras de RNA total com DNA, uma reacdo de sintese de cDNA sem a transcriptase

reversa foi realizada (figura 28).

M 1 2 34567

500pb
300pb

Figura 28. RT-PCR de células transfectadas com a construcdo pCl_E5H160t. M: marcador
GeneRuler™ 100 pb DNA Plus (Fermentas); 1: amplificagdo do cDNA do gene ESH160t
(280pb); 2: cDNA das ceélulas transfectadas apenas com o vetor pClneo; 3: controle negativo
com o cDNA de celulas 293 sem vetor; 4-6: controle sem transcriptase reversa dos pogos 1,2
e 3 respectivamente; 7: controle negativo da reacdo de PCR (branco).

6.2.4. Western Blot da proteina E5 de HPV-16
O lisado das células transfectadas foi submetido a imunoprecipitacdo e Western blot

(figura 29) para deteccdo da proteina E5 de aproximadamente 10-12kDa, através do anticorpo

contra o epitopo AU1.
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— 55kDa

— 25kDa

«—— 9kDa

Figura 29. Western blot da proteina E5 de HPV-16. No poc¢o 1: imunoprecipitacdo de extrato
protéico (pos-transfeccdo da construgdo pCl_E5H160t) proveniente de 2 placas (12 pogos de
33,7mm, com 6 x 10° células cada). A seta vermelha, mostra revelagdo de uma banda na
altura de aproximadamente 10kDa, correspondendo a proteina de interesse. Em 2:
imunoprecipitacdo de extrato protéico poés-transfeccdo da construcdo pCl_E5H160t
proveniente de 1 placa (6 pogos de 33,7mm, com 6 x 10° células cada); em 3: controle
negativo da imunoprecipitacdo utilizando extrato protéico imunoprecipitado, pés transfeccao
com o vetor pCl-neo sem inserto; M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained
Protein Ladder-Fermentas). P e L correspondem as cadeias pesada e leve do anticorpo
primario AU-1 (presente no complexo imunoprecipitado), reconhecidas pelo anticorpo
secundario (Lal et al, 2005).
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, o gene L1 de HPV-16 otimizado foi integrado no genoma de Pichia
pastoris, através de um vetor de expressdo ndo comercial, com objetivo de obtermos uma
elevada producéo da proteina e consequente formacéo das VLPs vacinais contra o HPV. Além
disso, construimos um vetor vacinal de DNA baseada no oncogene E5 do mesmo tipo viral,
como uma estratégia de terapia contra as infeccOes ja estabelecidas e, portanto, contra o
desenvolvimento do cancer cervical.

A prevencéo contra a infeccdo pelo HPV atraveés do uso de técnicas classicas como a
utilizacdo de microrganismos mortos ou atenuados é uma tarefa bastante complexa, ja que a
montagem de um sistema in vitro para obtencao destes virions € invidvel (Stanley, 2001; Da
Silva et al.,, 2001). Neste sentido, as pesquisas na area da biotecnologia focaram o
desenvolvimento da vacina de subunidade recombinante para o papilomavirus, baseada na
producdo heter6loga da proteina imunodominante, L1 (Frazer, 1997). Deste modo, um dos
focos deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de producdo desta proteina
capsidial, capaz de se arranjar em VLPs que conferem protecdo a infeccdo. A escolha de
P.pastoris como sistema de expressdo teve como base, sua capacidade em produzir varios
tipos de proteinas, em niveis elevados, de modo relativamente simples e de baixo custo
guando comparado a outros, fazendo deste, um dos sistemas mais atrativos para a producéo
industrial (Cregg et al, 2000; Cereghino e Cregg, 2000; Balamurugan et al, 2007). Esta
levedura tem sido utilizada para a producdo industrial de vacinas e terapéuticos, como 0
antigeno de superficie da hepatite B e a glicoproteina D de herpesvirus bovino (Cereghino e
Cregg, 2000).

Embora a eficiéncia em expressar variados genes, alguns trabalhos relatam a
necessidade de substituicdo de cddons raros no gene heterélogo pelos preferencialmente
utilizados (codon usage) em P.pastoris (Byrne et al, 2000; Valencik & McDonald, 2001;
Massaer et al, 2001), o que garante uma traducéo eficiente pela levedura, elevando para até 20
vezes 0s niveis de producdo (Outchkourov et al, 2002; Teng et al, 2007). Alguns trabalhos
demonstram a expressdo do gene L1 de HPV-16 em P.pastoris, mas os resultados iniciais
mostram baixos niveis de expressdo, insuficientes para a formacéo das VLPs (Coimbra et al,
2007; Kotzé et al, 2011). Segundo Bazan et al. (2009) e Li et al. (2003), a expressao deste
gene em P.pastoris, foi elevada apés a otimizagdo dos codons no gene viral. Neste trabalho, a

otimizagdo do gene L1 para expressdo no sistema de Pichia, proporcionou um aumento na
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producdo da proteina, pois foi possivel detectd-la ndo s6 por dot blot (Coimbra et al, 2011),
mas por colony blot e western blot, demonstrando que a mesma foi secretada pelo sistema de
expresséo.

Contudo, no trabalho de Bazan et al.(2009), além da otimizacao dos cddons no gene, €
demonstrado que o aumento na producdo de L1 sé foi possivel com o uso de vetores do tipo
epissomal. Sabe-se que para uma producdo em larga escala, vetores epissomais ndo sdo
indicados, uma vez que eles podem ser perdidos ap0s sucessivas divisbes mitoticas, pois
como ndo estdo integrados no genoma da levedura, podem ser perdidos na auséncia de
pressao seletiva. A necessidade de antibi6ticos para a manutencdo desses clones aumenta 0s
custos de producdo e pode ndo concordar com as regras impostas por agéncias reguladoras
(Sreekrishna et al, 1997). Desta maneira, levando em consideracdo a necessidade de clones
estaveis para a producdo de L1 em escala industrial, o presente trabalho utilizou um vetor do
tipo integrativo originando a construcdo pPGK_L1H160t, a qual foi inserida no genoma de
Pichia pastoris.

No trabalho de Li et al, (2003) e também de outros autores (Coimbra et al, 2007,
Bazan et al, 2009; Kotzé et al, 2011, Coimbra et al, 2011) sdo utilizados vetores para a
producdo intracelular da proteina, sendo o promotor AOX1 responsavel pela expressdo do
gene heter6logo (Invitrogen, 2001). Este promotor é amplamente utilizado em varios vetores
comerciais, pois ele é fortemente induzivel pelo metanol, fonte de carbono opcional para a
P.pastoris (Cereghino et al, 2002). No entanto, este reagente é toxico e inflamavel, o que
oferece riscos, em se tratando de producg@o em larga escala (Potvin et al, 2010). Neste sentido,
a utilizacdo de promotores constitutivos independentes de indutores, pode ser mais adequada
e eficiente para a expressdo de certos genes. Promotores como 0 GAP e o0 PGK1, na presenca
de glicose como fonte de carbono, atingem niveis de expressdo semelhantes ou mesmo
superiores, aos observados com o promotor AOX1 (Vassileva et al, 2001; de Almeida et al,
2005). Este trabalho é o primeiro a utilizar um vetor ndo-comercial, integrativo e com um
promotor do tipo constitutivo, 0 PGK1, para a expressao de L1 de HPV-16 nas células de P.
pastoris. Além disso, o vetor PGK possui a sequéncia do fator a de secre¢do (Cereghino e
Cregg, 2000) para direcionar a proteina para 0 meio extracelular. Esta caracteristica € bastante
relevante, desde que Pichia pastoris secreta poucas proteinas nativas (Cregg et al, 1993) o
que pode facilitar a purificacdo da proteina heterdloga, principalmente nos casos em que esta
representa a maior parte do total das proteinas do meio (Barr et al., 1992).

Neste trabalho, os western blots para detecgédo de L1, revelaram um perfil de bandas

diferente do esperado, sugerindo algum tipo de degradacdo ou glicosilacdo sofrida pela
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proteina. Sabe-se que P.pastoris produz poucas proteases extracelulares (Kang et al., 2000),
mas que em altas densidades de células, pode ocorrer lise das mesmas, liberando outras
proteases do meio intracelular, o que facilitaria a prote6lise (Zhang et al, 2007). O método de
precipitacdo por TCA/acetona também pode proprocionar a degradacdo de proteinas (Pessoa
e Kilikian, 2005). Kohl et al (2007) observou um padrdo de degradacdo da proteina L1
produzida em tabaco (Nicotiana tabacum) e precipitada por TCA, no qual duas bandas mais
intensas foram reveladas, uma de ~36kDa e outra de ~25kDa. Em nosso trabalho foi
verificada a presenca destas bandas, indicando que a proteina pode ter sofrido uma
degradacgdo. A banda de ~36kDa também foi observada no controle negativo, o que pode ser
resultante de uma interacdo inespecifica do anticorpo secundario (Coimbra, 2007) com
alguma proteina nativa, ou constituinte do meio de cultivo da levedura.

Alguns estudos documentam que a proteina L1 do papilomavirus pode ser glicosilada
(Larsen et al, 1987; Pfister e Fuchs, 1994), quando expressa em células de mamifero
(Browne et al, 1988) e de inseto (Xi e Lawrence, 1991). Sdo documentados quatro sitios de
glicosilacdo na regido N-terminal de L1 (Browne et al, 1988; Zhou et al, 1991), no entanto,
ainda ndo é bem esclarecida a funcdo desta modificacdo pds-traducional na formacdo da
particula viral. Um trabalho que utiliza o sistema de expressdo em células de mamiferos
observa que os mondémeros de L1 do HPV-16, incorporados nas particulas virais, ndo sao
glicosilados (Zhou et al, 1993). Por outro lado, virions do BPV (isolados de papilomas de
bezerros) apresentam pequenas quantidades de L1 glicosilada (Larsen et al, 1987). No
trabalho de Li et al, (2003), no qual L1 de HPV-16 é expressa intracelularmente em Pichia
pastoris, existem evidéncias de glicosilacio na mesma. Portanto, no presente estudo, é
possivel que o aspecto difuso da reacdo revelada pelo western blot esteja relacionado a
alguma glicosilacdo adicionada pela levedura. Outra hipoOtese para explicar este padrdo
poderia estar relacionada a alta concentracdo de proteina L1, como observado no estudo de
Silva (2010); sendo, portanto, necessaria a padronizacdo da concentracao através de dosagens
e dilui¢des para diminuir o “background” da reagdo. Mesmo assim, os resultados apresentados
neste trabalho sdo validos, pois o controle negativo ndo apresentou reacdo nos testes
realizados com o anticorpo CamVir-1 (dot blot, colony blot e western blot), assegurando a
eficiéncia do sistema de expressao utilizado.

Este estudo se encaixa numa das Vvarias tentativas que vém sendo realizadas no intuito
de estabelecer plataformas biotecnolégicas para producgdo de VLPs de HPVs como estratégias
profilaticas que atendam, as necessidades e demandas regionais (Bimelt et al, 2003; Varsani

et al. 2003). Estes esforcos devem ser empregados para que existam vacinas contra 0 HPV,
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alternativas as existentes, forcando assim, a queda do alto custo das que sdo licenciadas e
aumentando sua penetracdo global (Karanam et al, 2009).

Além desta vertente, € preciso focar no desenvolvimento de vacinas com capacidade
terapéutica para aqueles que ja foram afetados (Stanley et al, 2006) e que se encontram,
principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Mais de 80% dos novos
diagnosticos de céancer cervical ocorrem nestes paises e estima-se que essa percentagem
aumente para 90% em 2020 (WHO, 2010).

As analises deste trabalho, em relacdo ao desenvolvimento de uma vacina de DNA
para o tratamento do cécer cervical baseada no gene E5 do HPV-16, ainda sdo bem iniciais.
Mas os resultados in vitro, demonstram sua funcionalidade no que diz respeito a producéo do
antigeno. A necessidade de otimizacdo dos codons no gene E5, assim como em L1, também
foi uma estratégia utilizada. Segundo Disbrow et al (2003) dentre os 83 aminoacidos da
proteina E5, 33 sdo codificados por codons raramente utilizados na traducdo em mamiferos.
Este Gltimo trabalho ainda relata que a expressao de E5 aumentou em mais de seis vezes ap0s
a otimizacdo. Portanto, em nosso estudo, para que este gene fosse expresso com sucesso, foi
realizada a sintese da sequéncia com a substituicdo dos codons por outros mais
frequentemente utilizados nos mamiferos.

Apo6s a contrugdo do vetor vacinal pCl_E5H160t, o mesmo foi inserido em células
HEK-293, onde 0 RNAm do gene E5 foi detectado, por RT-PCR, evidenciando a transcricéo
ativa do gene heter6logo. Este resultado sustenta a presenca da proteina E5 no meio
intracelular, a qual foi detectada através de western blot, ap6s a imunoprecipitacdo com o
anticorpo primario direcionado ao epitopo AU1 (Lim et al, 1990). Como E5 é uma proteina
de membrana, é fundamental a presenca de detergentes ndo-i6bnicos no tampao de lise, no
intuito de solubilizar as biomembranas e formar complexos lipidicos para facilitar a sua
recuperacdo do meio intracelular. A esta etapa, foi adicionada a de imunoprecipitacio para
concentrar E5 do extrato obtido (Disbrow et al, 2003; Suprynowicz et al, 2005; Gieswein et
al, 2003; Gruener et al, 2007), aumentando a sensibilidade do western blot (Trieu et al, 2009).
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os testes iniciais para as estratégias vacinais, profilatica e terapéutica, mostraram
resultados positivos no que diz respeito a expressdo das proteinas L1 e E5 de HPV-16 nos
sistemas de expressdo com células de Pichia pastoris e de mamiferos, respectivamente.

Metodologias para purificacdo de L1 e obtencdo das VLPs, como a cromatografia por
troca ibnica (através da cauda de histidina fusionada a proteina heterdloga) e a
ultracentrifugacdo em gradientes de sacarose ja estdo sendo estudadas. Apos a purificacdo das
VLPs, a sua funcionalidade na ativagdo da resposta imune humoral deve ser avaliada em
modelo animal.

Em relacdo a construcdo vacinal baseada no gene E5, experimentos em modelo animal
sdo necessarios para confirmar sua viabilidade e eficiéncia, principalmente no que diz respeito
a ativacdo da resposta imune celular associada com a regressao das lesdes cervicais pre-

invasivas.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV) infection is the most common sexually transmitted disease in the world and is related to the
etiology of cervical cancer. The most common high-risk HPY types are 16 and 18; however, the second most prevalent type
in the Midwestern region of Brazil is HPW=-33. New vaccine strategies against HPV have shown that virus-like particles [VLP)
of the major capsid protein (L1} induce efficient production of antibodies, which confer protection against the same viral type.
The methylotrophic yeast Pichia pastorisis an efficient and inexpensive expression system for the production of high levels of
heterologous proteins stably using a wild-type gene in combination with an integrative vector. It was recently demonstrated that
P. pastoris can produce the HPW-16 L1 protein by using an episomal vector associated with the optimized L1 gene. However,
the use of an episomal vector is not appropriate for protein production on an industrial scale. In the present study, the vectors
were integrated into the Pichia genome and the results were positive for L1 gene transcription and protein production, both
intracellularly and in the extracellular environment. Despite the great potential for expression by the P. pasioris system, our
results suggest a low yield of L1 recombinant protein, which, however, does not make this system unworkable. The achievement
of stable clones containing the expression cassettes integrated in the genome may permit optimizations that could enable the
establishment of a platform for the production of VLP-based vaccines.

Key words: Human papillomavirus; Cervical cancer, Hchia pastoris, L1

Introduction

Human papillomavirus (HPV) infection is the most
common sexually transmitted disease in the world and is
related to the etiology of cervical cancer. Approximately
500,000 new cases of cancer are diagnosed each year,
with a mortality rate of 509% (1). Latin America, Sub-Saharan
Africa and Asia (South and Southeast) are the regions with
the highest incidence (2). Among more than 120 types, 16
and 18 are the most prevalent HPV types responsible for
T0% of cervical cancercases (3). However, the prevalence
of HPV types found in cervical cancer shows geographical
variations worldwide (4. In Brazil, HPV type 16 is also the
most frequent, but there areregional variations regarding the
second most frequent type. In the Northeast and Midwest,
HPW types 31and 33 have the higherincidence (5}, while in

other regions such as the Southeast, HPV-18 is the second
most frequent type among cervical cancer cases (6).

Studies indicate that vaccines based on virus-like
particles (VLF), built with the L1 capsid protein, are mare
effective againstinfection because they induce high neutral-
izing antibody titers directed at conformational epitopes of
this protein, which composes 90% ofthe capsid structure
(7). VLP can be obtained through the production of HPV
L1 proteinin heterologous expression systems using mam-
malian cells (8), plantzs (9}, bacteria (10}, insect cells (11),
and yeast (12).

The methylotrophic yeast Fichia pastorisis an efficient
and inexpensive expression system used to produce high
levels of heterologous proteins. More than 550 proteins

Correspondance AC. Freitas, LEMTE, Departameants de Ganética, CCB, UFPE, Av. Prof. Moraes Rega, 1235, 50670-801 Recife,

PE, Brasil. E-mail: acf_ufpe@yahoo.com.br

Recelved June &, 2011. Accepted October 10, 2011. Available online October 28, 2011. Published November 28, 2011.

W DDUrnEL. SO DT

Braz J Mad Bial Rea 44{12) 2011

84



10.2. Artigo Cientifico Publicado 2: Journal of Clinical and Cellular Immunology

A ' e Fractag f &l JCon Cal Inenunal 2012, 34
5@\' Cll]]ll:ﬂl & CE“Ulﬂl’ itz A 0o /10 4172/ 2135 <000, 24=004
22 [mmunology

Vaccine Strategies against Human Papillomavirus: A Discussion Focused
on Developing Countries

Antonio Carlos de Fraitas®, Filips Colago Mariz, Eliane Campos Coimbra, Marcalo Nazirio Cordaira and André Luiz Santos de Jasus

Laborstory of Molecular Studies snd Experimental Thersoy, Departiment of Genstics, Canter of Bioiogical Scisncs, Universidade Fedsral ds Pemambuce, Rus Frof
Nelzon Chaves a/n, Cidads Universitinia 50732870, Recis - PE, Orazil

Abstract

Carvical cancar i the sacond mast camman farm of cancar amang wemen, and responsible far 274 000 deaths
each year, most of which cccur in developing countrias. Parsistant infaction with high-risk human papilomavirus
(HR-HFY) iz an essential factor in the development of cervical cancer and also a contributary factor in other types
of cancer. Tha curant prophylactic HPY vaccines provide protection againgt the <16 and -18 ganotypes which are
mast commanly associated with carvical cancer warldwide. However, the increasad costs of thesa vaccines inhibit
thelr implementatian in developing countries, affecting their viabiliy. Morsover, a therapautic vaccing is neadad for
women wha are already infectad by HPY and/ar affacted by HPV-related cancer. A number of innovative approaches
to combat and treat HPV infaction are currently baing studied and some ofthesa will be cansider in this wark, togather
with the development of new vaccines, espacially in seriously affected areas lxcated in developing countries. At the
gama time, thara will be a discussion of the lesues invalvad in carrying out effactive HPY vaccination programs;
thesa will take account of financial canstraints, the lack of adequata infrastructure and the compating priorities, that

are found in the surrounding social contaxt of the developing countries.
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Expression of the bovine papillomavirus type
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ABSTRACT. Papillomaviruses are known to cause benign or
malignant lesions in various animals. In cattle, bovine papillomavirus
(BPV) is the ctiologic agent of papillomatosis and neoplasia of the
upper gastrointestinal tract and urinary bladder. Cumently, there
are no standard diagnostic tests or prophylactic vaccines. Protection
against papillomavirus infection is conferred by neutralizing antibodies
directed towards the major structural protein L1, These antibodies can
beefficiently induced by immunization with virus-like particles that are
formed spontancously after L1 gene expression in recombinant systems.
The yeast Achia pastoris is known to provide an efficient system for
expression of proeins due to reduced cost and high levels of protein
production. We evaluated P pastoris for expression of the L1 gene from
BPV I, BPV2 and BPV4. After methanol induction, the recombinants
were able to produce L1 proteins of the three different BPV types. To
increase heterologous L1 protein levels, a codon optimization strategy
was used for production under bioreactor conditions. The BPVI L1
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Susceptibility to cervical cancer; An overview
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ARTICLE INKFQD ABETRACT

Az Nszarg Ceryical canoet & the geoond mist comman canost in Bmabes worldwids. it i wellestabliched that Human
a3 Danamoarioil Fapillamavirus {HFV) infscrions play a criical rale in the development of cervical cancer. Howewver, a Lurge

Jooad 3% Mars 2007

mumbeT of women infcied with onoogenic HFV types will never develop cervical cance. Thus, there ane
Aalable colea 4 Ape 2002 F

eweral mchernal emviranment and genetic fchars imalved in the progression of 2 precancenous lesion ta
irvasive cancer. In this review artide, we ddressed poscible susceptinle phenotypes to cervical cancer,

.Ef:z:ﬁ;'a:li:-.;f:.s'-l?-." forusing on host genome and HAY DNA variahbility, multiple HFY infsctions, oosinfsction with other agenis
oy ical cancer o airculating HFV DNA and lifestyle.
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