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RESUMO

CARVALHO, J.C.. Expressdo do gene L1 selvagem de HPV16 em Pichia pastoris
pelas vias intra e extracelular por meio de vetor integrativo. 2011. 76f. Dissertagcao
(Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O cancer cervical é a segunda maior causa de mortes entre mulheres no mundo.
Esta neoplasia maligna esta relacionada com a presenca do Papilomavirus Humano
(HPV), sendo o tipo 16 responsavel por 60% dos casos. O HPV infecta o tecido epitelial
mucoso ou cuténeo e é responsavel pelo aparecimento de verrugas ou papilomas
benignos que tendem a regredir naturalmente na maioria dos casos, mas gque ainda assim
causam prejuizos aos individuos infectados e aos sistemas publicos de salde, sendo a
papilomatose considerada a doenca sexualmente transmissivel mais prevalente no
mundo, tornando essencial a aplicacdo de estratégias de combate a esta infeccéo.
Vacinas baseadas em Virus-like particles (VLPs), formadas a partir das proteinas
capsidiais L1 e L2 - que induzem a formacdo de anticorpos neutralizantes - ja estdo
comercialmente disponiveis. Contudo, possuem um preco elevado considerando,
principalmente, os paises em desenvolvimento. A imunidade humoral € direcionada
contra os epitopos conformacionais da proteina L1 que compBe 90% da estrutura
capsidial. Para producdo das VLPs os genes das proteinas capsidiais sao expressos em
sistemas heterdlogos e o produto resultante é purificado. A escolha de um sistema mais
simples e barato para essa expressdo é fundamental para a reducdo do custo das vacinas.
Uma alternativa promissora é a levedura Pichia pastoris. Este trabalho prop6s a
producdo extracelular e intracelular da proteina L1 de HPV16, que teve seu gene
inserido no vetor pPCIZAa e pPCIZA, respectivamente. As construgoes
pPICZAaL1H16 e pPICZAL1H16 foram integradas no genoma da levedura Pichia
pastoris e a transcricdo do gene L1 e a expressdo da proteina foram confirmadas por
RT-PCR e imunodetec¢do em Dot Blot. A busca de uma melhor expressdo da proteina
L1 de HPV 16, em células de P. pastoris, € uma etapa essencial na busca do
desenvolvimento de uma estratégia vacinal mais economicamente viavel baseada em
VLPs.

PALAVRAS-CHAVE: Papilomavirus Humano, Proteina L1, Sistema de Expresséo,
VLP, Pichia pastoris.



ABSTRACT

CARVALHO, J.C.. Expression of HPV16 L1 gene wild in Pichia pastoris by intra-and
extracellular pathways through integrative vector. 2011. 76f. Dissertation (Master).

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

The Cervical cancer is the second leading cause of death among women
worldwide. This malignancy is related to the presence of human papillomavirus (HPV)
being the type 16 responsible for 60% of the cases. HPV infects cutaneous or mucosal
epithelial tissue and is responsible for the appearance of benign papillomas or warts that
tend to regress naturally in most cases, but still cause damage to infected individuals
and public health systems, with papillomatosis being considered the most prevalent
sexually transmitted disease worldwide, making essential to implement strategies to
combat this infection. Vaccines based on viruslike particles (VLPs), formed from the
capsid proteins L1 and L2 - that induce the formation of neutralizing antibodies - are
already commercially available. However, they are expensive considering mainly the
developing countries. Humoral immunity is directed against conformational epitopes of
the L1 protein which represents 90% of the capsid structure. In order to produce VLPs
the capsid protein genes are expressed in heterologous systems and the resulting product
is purified. The choice of a simpler and cheaper system for this expression is
fundamental to reduce the cost of vaccines. A promising alternative is the Pichia
pastoris yeast. This paper proposed the extracellular and intracellular generation of
HPV16 L1 protein, which had its gene inserted into the vectors pPCIZAa e pPCIZA,
respectively. The pPICZAaL1H16 and pPICZAL1H16 plasmids were integrated into
the Pichia pastoris yeast genome and the L1 gene transcription and protein expression
were confirmed by RT-PCR and immunodetection in Dot Blot. The search for better
expression of HPV 16 L1 protein, in cells of P. pastoris, is an essential step in the quest
to develop a more economically viable vaccine strategy based on VLPs.

KEY-WORDS: Human Papillomavirus, L1 protein, Expression System, VLP, Pichia
pastoris.
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1. INTRODUCAO

O cancer cervical é a segunda causa mais frequente de morte em mulheres em
todo 0 mundo e 99% dos canceres cervicais sdo causados por infeccdo com
papilomavirus humano (HPV) (Pisani et al., 1990; Schadlich et al., 2009). A
prevaléncia do HPV, em geral, aumentou significativamente de 85,9% em estudos
publicados de 1990-1999 para 92,9% em estudos publicados entre 2006 e 2010 (Li et
al., 2011). Mais de 120 genotipos diferentes de HPV tém o potencial de infectar
mucosas e células epiteliais cutdneas. Os 40 gendtipos de HPV que infectam mucosa
sdo classificados em tipos de baixo e alto risco, dependendo de sua associacdo com a
neoplasia intra-epitelial cervical e o cancer (Bernard et al., 2010).

Os HPVs dos tipos 16 e 18 sdo associados ao maior risco de cancer
cervicalregistrados no mundo. Ha evidéncias de que a infeccdo pelo HPV tem
aumentado nas UGltimas décadas, tornando hoje a papilomatose humana a doenca
sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo. A prevaléncia de HPV16,
incluindo as infeccdes simples e multiplas, aumentou significativamente de 51,8% em
1990-1999 para 60,0% no periodo de 2006-2010, enquanto que em relagdo ao HPV18 a
prevaléncia ndo alterou significativamente (Li et al., 2011).

O cancer de colo uterino ainda é um problema de satde publica nos paises em
desenvolvimento, assim como é o principal fator de risco para o cancer cervical, o
segundo maior causador de mortes em mulheres, principalmente naquelas de nivel
social e econdémico baixo. Os custos econdmicos e sociais das infec¢bes pelo HPV séo
elevados, sendo a pesquisa e o desenvolvimento de métodos profilaticos e terapéuticos
importantes para o controle dessa doenca.

Atualmente, existe grande preocupagdo com a melhoria do diagndstico das
infecgBes por HPV, visto que, em paises em desenvolvimento, a triagem citoldgica vem
falhando em promover a reducdo na incidéncia de céancer cervical. Dessa forma, o
desenvolvimento de vacinas para prevenir infeccdes pelo HPV tem se tornado uma
questdo fundamental. A producdo de uma vacina eficiente contra HPVs de alto risco
pode levar a uma grande reducdo nas taxas de incidéncia e mortalidade do cancer do
colo de utéro.

Recentemente, duas vacinas profilaticas, Gardasil® (Merck Sharpe & Dohme) e

Cervarix® (GlaxoSmithKline; GSK), foram introduzidas no mercado. Estas sdo



baseadas na principal proteina estrutural do capsideo viral, L1, a qual pode se rearranjar
em particulas semelhantes ao virus, VLPs (virus-like particles) [Kirnbauer et al., 1992).
Estas vacinas séo produzidas artificialmente através da utilizacdo de diferentes sistemas
de expressao heteréloga, (Noar, Roy, 2003). Estas estruturas sdo morfologica e
imunologicamente similares a virions auténticos, exceto por ndo conterem 0 genoma
viral e ndo serem infecciosos (Breiturd e Coursaget 1999).

A levedura metilotrofica Pichia pastoris representa uma opcdo de sistema
heter6logo, eficiente e de baixo custo para a producdo de altos niveis de proteinas
recombinantes e portanto, passivel de ser estabelecido como plataforma para o
desenvolvimento de VLPs dos diferentes tipos de HPVs relacionados a problemas de
salde publica.Neste trabalho propomos avaliar a producdo da proteina L1 do HPV16
em células da levedura Pichia pastoris pelas vias intra e extracelular, utilizando vetor

integrativo.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Papilomavirus humano (HPV)

O papilomavirus foi inicialmente classificado como um membro da familia
Papovaviridae, juntamente com o poliomavirus e o SV40 (virus simio 40). Porém, o
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) considerou que os papilomavirus
pertencem a uma familia taxonémica distinta, Papillomaviridae (De Villiers et al.,
2004).

Os papilomavirus sdo espécie-especificos e infectam mamiferos, répteis e
passaros (Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005). Como exemplos podem ser citados
aqueles que infectam bovinos - BPV (Bovine Papillomavirus), coelhos — CRPV
(Cottontail Rabbit Papillomavirus) e cdes - COPV (Cannine Oral Papillomavirus)
(Ferreira et al, 2002; Ozbun, 2002).

Os HPVs provocam o aparecimento de verrugas (Figura 1) e sdo especialmente
importantes por causarem cancer cervical (cerca de 6% de todos o0s canceres humanos)
Eles infectam o epitélio e sdo mantidos na camada basal das células como plasmideos
extracromossdmicos que se replicam em etapas sincronizadas com 0s cromossomos. As
particulas virais infecciosas sdo geradas nas camadas epiteliais mais externas a medida
que as células comecam a diferenciar-se e antes que sejam eliminadas da superficie
(Alberts et al., 2004). A expressdo das proteinas virais € fortemente regulada e
dependente da diferenciacdo celular (Scheurer et al., 2005).
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Figura 1: Papilomas no trato genital feminino (Pérez-Lopes, 2003)

Existem duas classificacbes para os HPVs. A primeira relaciona-se com o
tropismo do virus pelo tipo de epitélio podendo ser dividido em: cutaneotrdpicos, tipos

virais capazes de infectar a epiderme; e mucosotropicos, tipos virais capazes de infectar



mucosas em geral. Os mucosotrépicos podem ainda ser classificados em baixo risco e

alto risco ou oncogénicos. (tabela 1) (Villa, 1998).

CLASSIFICAGAO TIPOS

Alto risco estabelecido 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Alto risco provavel 26, 53, 66

Baixo risco estabelecido 6,11, 13,40, 42,43, 44,54, 61, 62, 70,72, 74, 81

Tabela 1. Classificacdo epidemioldgica dos tipos de HPV.

Mulheres portadoras dos tipos 16 e 18 apresentam significativo risco de
desenvolverem processo maligno na cérvice uterina quando comparadas a infeccdo por
outros tipos de HPV, sendo que o tipo 16 ocorre em aproximadamente 80% dos tumores
HPV positivos (Pinto, 2002; Jordao, 2003;Carvalho et al., 2005; Mahdavi, et al., 2005).
A correlagdo entre tipos de HPV com a formagdo de lesbes malignas ficou mais
evidente apds os estudos nos quais se identificou a presenca do DNA viral em 84 a
99,7% dos canceres cervicais (Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 1999)

Os HPVs 6 e 11 séo relacionados com a indugdo de condilomas exofiticos que
podem ocorrer em regido vulvar, vaginal, anal, peniana, orofaringea, cavidade bucal e
laringe, sendo detectados nas lesdes intraepiteliais de baixo grau e considerados de
baixo risco (Figura 2) (Gompel et al., 1990).

= 7

Figura 2. Lesdes clinicas provocadas por HPV. (A) Papilomas na regido peniana (Pérez-Lopes,
2003); (B) Colo do atero com lesdo (Saloney, 2007);) (C) Verrugas cutaneas (Douvier & Dalac, 2004);
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(D) Papilomas na regido anal, (Douvier & Dalac, 2004);(E) Papilomas na mucosa oral (Douvier & Dalac,
2004).

Li et al., (2010) realizaram uma meta-analise dos dados de prevaléncia HPV
publicados entre 1990 e 2010, incluindoum total de 243 estudos e 30.848
ICC (Cancer Cervical Invasivo). O HPV16 foi o tipo mais comum em todas as regides
(variando de 52% na Africa e 67% na Europa Ocidental / Central Asia), e 0 HPV18 0
segundo tipo mais comum (variando de 14% na Asia Oriental e 20% na Oceania). A
prevaléncia de HPV16, incluindo ambas as infeccdes simples e maultiplas, aumentou
significativamente de 51,8% em 1990-1999 para 60,0% em 2006-2010. Na Ameérica do
Sul a prevaléncia foi de 91,1%. (Figura 3).

No Brasil, o HPV 16 é o mais prevalente em todas as regides, todavia, ha
variacdes em relacdo aos outros tipos. O tipo 18 é o segundo mais prevalente nas
regides Norte, Sudeste e Sul, enquanto que o 31 e 33 séo o0s segundos mais prevalentes
nas regides Nordeste e Central (Rabelo-Santos et al., 2003).

America do SuliCentral

{Prevaléncia do HPY: 91,1%,)
0%

B0%
H%

Ll

0%

1%

HPViB HPY18 HPYI HPW4S HPWEI HPYSE HPW53E HPW¥35 HPV38 HPYES
(N=2010)  (N=2E51) (NsR4ET) (Ms2340) (M=246T) (N=2303) (M=2383) (M=2340) (Ns2316) (N=2316)

Figura 3: Os dez mais frequentemente tipos de papilomavirus humano (HPV) detectado em
cancer cervical invasivo (CCI) 1990-2010 na America do sul. (Li., et al, 2010)

A associacdo do HPV com alguns tipos de neoplasias foi detectada,
primeiramente, em canceres do trato anogenital, incluindo cérvix, vulva, vagina, pénis e
anus. Além destes, estdo também associados ao HPV, alguns tipos de canceres de

cabeca, pescoco (Syrjanen, 2005) e pele (Sterling, 2005).

2.2. Classificacdo dos Papilomavirus



Os papilomavirus sao classificados como membros da familia Papillomaviridae,
oficialmente reconhecida pelo International Committee on the Taxonomy of Viruses
(ICTV) (De villiers, et al., 2004). A classificacdo antiga na familia Papovaviridae, junto
com os poliomavirus foi abandonada. Desde os estudos de Zur Hausen (Zur Hausen,
1976), a classificacdo dos tipos de HPV era feita baseando-se na hibridizacdo, e a
designacéo era baseada na comparacao das sequéncias de nucleotideos reconhecidas por
endonucleases de restricdo, que promovia a clivagem do DNA do virus de forma
caracteristica para cada tipo em questdo (Pfister, 1989).

A cada novo tipo de papilomavirus era atribuida uma denominagcdo numeérica
conforme a ordem de sua identificagdo. Para ser considerado um novo tipo o DNA viral
deveria ter uma sequéncia de bases nitrogenadas com menos de 50% de homologia das
demais sequéncias conhecidas e 0s que apresentavam uma homologia maior que 50% e
menor que 100% eram considerados subtipos (Fisher, 1994). Mais recentemente, um
critério de classificacdo determinava que um novo tipo de HPV sé fosse reconhecido
caso existisse uma diferenca de mais de 205pb nas sequéncias de nucleotideos das
regides E6, E7 e L1, comparando-se com outros tipos previamente identificados. Uma
diferenca menor que 2% entre estas sequéncias seriam consideradas como subtipos
(Stewart et al., 1996)

Com o surgimento da técnica de sequenciamento gendmico, a taxonomia esta
sendo voltada para completa identificacdo da sequéncia nucleotidica do DNA viral.
Cerca de 100 tipos de HPV foram totalmente sequenciados, porém, muitos ainda estdo
sem classificacao (De villiers, et al., 2004).

Segundo estudos de patogenia, os tipos de HPV s&o divididos em grupos de alto-
risco e baixo risco com diferentes sitios de replicacdo, porém, a analise da arvore
filogenética propde que os HPVs sejam classificados em supergrupos A,B e E, segundo
o0 alinhamento da sequéncia de base. Dentro do supergrupo A, os tipos 16, 31, 33, 35 e
58 ( grupo A9), 18, 39, 45, 59, 68 e 70 (grupo A7), 26, 51 e 81 (grupo A5), e 53, 56 e
66 (grupo A6), sdo aqueles tidos como de alto-risco. Ainda no supergrupo A estdo
incluidos os tipos 6, 11 e 44 (grupo A10), 34 e 73 (grupo All), 40 e 43 (grupo A8), 42
(grupo Al), 61, 72, 81, 83, 84 e CP6108 (grupo A3), e 57 (grupo A4) que sdo
patogenicamente classificados como tipos de baixo-risco (Mufioz et al., 2003). Embora
os virus do supergrupo A (também conhecidos como papilomavirus alfa) incluam
membros primarios cujo tropismo esta dirigido para as mucosas, ha representantes com

replicacdo no tecido cutaneo, como os HPV2 e HPV10, apresentando ciclos de vida
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caracteristicos que ndo se estendem para evolucdo de outros grupos de papilomavirus
Alfa (Myers et al., 1994; Middleton et al., 2003; Phe et al., 2002;De villiers, et al.,
2004).

O supergrupo B contém inameros papilomavirus humanos. Dentre os tipos
presentes destaca-se tipos oportunistas, como o HPV5 do subgrupo Bl (também
conhecido como papilomavirus Beta). No subgrupo B2, classificam-se tipos como HPV
4 (também conhecido como papilomavirus Gamma), causador de verrugas cutaneas
semelhantes aquelas causadas pelos papilomavirus do supergrupo A. Os demais HPVs
estdo contidos no supergrupo E sendo classificados com Um e Nu-papilomavirus.
Dentre eles destaca-se 0 HPV1 por ser o mais bem estudado deste grupo, causando
verrugas palmares semelhantes aquelas causadas pelo HPV2 do supergrupo A. (Myers
et al., 1994;De villiers, et al., 2004).

2.3 Biologia Molecular e Ciclo Viral do Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus Humanos sao epiteliotropicos e tém cerca de 55nm de
diametro. Apresentam um genoma com DNA fita-dupla, circular, composto de 7200 a
8000 pares de base com peso molecular de 5.2 x 10° daltons. Este possui trés regies
identificadas: uma regido precoce (early, E) que codifica proteinas envolvidas na
replicacdo e transcricdo do DNA viral assim como da transformacéao celular hospedeira;
uma regido tardia (late, L) contendo dois genes — L1 e L2 — os quais codificam
proteinas do capsideo viral e uma longa regido de controle (LCR) ou regido de
regulacdo (URR) que apresenta sequéncias ativadoras e repressoras da transcri¢do viral,
além da origem de replicacdo, variando de 400 pares de base a 1 Kb, localizadas entre
0s genes L1 e E6 (Alvarenga, 2000; Burd, 2003; Kisseljov, 2000; Silva et al., 2003;
Stanley, 2001) (Figura 4).

L2

L1




Figura 4. Genoma do HPV. DNA circular de aproximadamente 8 Kb, mostrando o arranjo dos

genes ndo estruturais (E) e estruturais (L), e a regido de regulacdo (URR) (Mufioz et al., 2006).

O capsideo icosaédrico é formado a partir da expressdo dos genes da regido
tardia, que compde aproximadamente 40% do genoma viral e é composta pelas ORFs
(open reading frames) L1 e L2. A proteina L1 compde 90% do capsideo, com peso
molecular aparente de 54 — 58 kDa, formando pentdmeros que se associam a proteina
L2, com peso molecular aparente de 68 — 76 kDa (da Silva et al., 2001), a qual é
necessaria para a organizacdo do genoma (Plesa et al., 2003). O capsideo contém 360
copias da proteina L1 e 12 coOpias da proteina L2, organizados em 72 capsdmeros
(figura 5) [Modis et al., 2002].

Figura 5. Morfologia do papilomavirus. (adaptado de Stanley et al., 2006).

Entre as proteinas ndo estruturais estdo: a E1 e a E2 que participam da replicacéo
e transcricdo viral, a E4 que parece contribuir indiretamente para a replicacdo do
genoma viral, além de auxiliar na liberacdo dos virions, porque age no citoesqueleto, e a
E5, E6 e E7 designadas como oncoproteinas devido a capacidade de transformar células
induzindo o aparecimento de tumores. A E7 une-se com a proteina Rb (proteina do
retinoblastoma) causando proliferacdo celular incontrolada. Quando a proteina viral E6
liga-se a p53 (proteina responsavel pela apoptose), esta é degrada causando a perda da
funcdo de reparo do DNA e impedindo a apoptose (Franco, 2005). A afinidade de
E6/p53 e E7/pRB variam de acordo com a menor ou maior oncogenicidade do virus.
Acredita-se que as oncoproteinas dos tipos 16 e 18 formem complexos de alta afinidade
com a p53 e pRB resultando numa maior agressividade viral (McLachlin & Crum,
2001).

O DNA viral dentro da célula do hospedeiro pode assumir duas formas: a

epissomal e a integrada. Na forma epissomal, o DNA viral permanece circular no
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nucleo da célula do hospedeiro, ndo estando integrado ao DNA da mesma. Essa forma é
encontrada nas verrugas genitais e lesdes de menor gravidade. Para a integracdo do
genoma viral ao DNA da célula hospedeira, que ocorre nas lesdes de maior gravidade,
como o carcinoma “in situ” e invasivo, esse deve ser linearizado, pela quebra do DNA
viral entre a regido E1 e L1, resultando na ruptura ou perda do gene E2 (Pereyra &
Parellada, 2003). Tal fato assume grande importancia, pois a proteina E2 tem a fungéo
de regular negativamente a transcrigdo dos genes E6 e E7 (Berumen et al., 1997).

Nas lesGes cervicais ndo cancerosas, 0 genoma do HPV € encontrado
exclusivamente na forma de epissomos. Porém, em carcinomas cervicais, 0S genomas
de HPV de alto-risco sdo encontrados na forma integrada no DNA da célula hospedeira.
A integracdo do DNA viral é uma etapa que acelera o processo de malignidade em
cancer cervical, onde frequentemente ocorre a ruptura da regido E2 (Jeon et al., 1995).

O ciclo de replicacdo viral estd diretamente relacionado ao processo de
diferenciacdo celular epitelial do hospedeiro. O papilomavirus humano infecta as
células basais do epitélio por meio de lesdes presentes na mucosa escamosa. Uma vez
nas células, a expressdo dos genes virais é controlada e a replicacdo inicia-se em funcéo
da maturacdo epitelial (Figura 6). Este processo é associado com a expressdo de genes
estruturais tardios e a producdo de capsideos virais e/ou proteinas tardias (L1 e L2), na
superficie epitelial. (Pinto, 2002; Fedrizzi et al., 2004;Mahdavi et al., 2005).
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Figura 6. Ciclo de vida do HPV em relacdo a diferenciacdo celular. (adaptado de Zheng
&Baker, 2006).

Durante a divisdo celular, as células migram da camada basal para a regido
suprabasal e comegam a se diferenciar. Os queratindcitos, por sua vez, terminam seu
ciclo celular, logo que s&o destacados do pavimento membranal, e as células infectadas
por HPV uma vez que atingem a camada suprabasal entram na fase S do ciclo celular
(Doorbar, et al., 1997). A entrada na fase S resulta na amplificacdo de genomas virais
em mil copias por célula (Figura 7). Paralelamente a amplificacdo do DNA, existe a
sintese das proteinas E1 e E4 juntamente com proteinas do capsideo (L1 e L2),

resultando na formacao dos virions (Jeon, et al., 1995).

Maorte de células superficiais
carregadas com virus
Eptelio &
Wirus se amplificam para 1000
copias por celulas. Todos genes
precoces (E) sdo altamente
expressos

irus se replicam, genoma viral
mantido em nivel constante, genes
precaces (early, E) s30 expressos em
baixos niveis

Wirus infecta as células
epteliais baszais

Figura 7. Ciclo de infec¢do do HPV. Entrada do virus no tecido epitelial através de microtrauma

e estabelecimento da infec¢do na camada basal (adaptado de Stanley, 2001 e Stubenrauch, et al., 1999 )

Nas infeccBes produtivas, o tempo entre a infeccdo e a liberacdo dos virus é de
aproximadamente trés semanas, que corresponde ao tempo necessario para o
queratindcito basal passar pela diferenciacdo completa e descamacdo. Ndo ha morte
citopatica ou lise celular como consequéncia da replicagdo do HPV ou da liberagdo das
particulas virais, visto que o queratindcito € uma célula destinada a descamacéo, longe
dos sitios de vigilancia imunoldgica. Sendo assim, a infeccdo por HPV ndo é
acompanhada por inflamacéo e, assim, ndo ha sinal de perigo dbvio para alertar o
sistema imune sobre a presenca do virus. Isto pode resultar em infeccdo crénica,
persistente (Stanley et al., 2005). Estima-se que o tempo de infec¢do até o surgimento
da NIC 3 (Neoplasia Intraepitelial Cervical de nivel 3) oscile entre 1 e 10 anos (Nadal &
Manzione, 2006), sendo a sua persisténcia advinda de sua maior habilidade de esquivar-
se do sistema imune (Villa, 2003).
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Existem certos fatores que podem influenciar diretamente a carcinogénese,
relacionada com os elementos do HPV; por exemplo, os fatores imunoldgicos (resposta
imune local, humoral e a AIDS), polimorfismo da proteina p53, tabagismo e
contraceptivos orais sdo 0s principais adjuvantes do HPV no desenvolvimento da

neoplasia intra-epitelial escamosa (Pinto et al., 2002).

2.4 Transformacéo pelo HPV

O ciclo celular normal progride da seguinte forma: a célula permanece a maior
parte do tempo na fase G1; quando ent&o entra em processo de divisdo celular e passa
pela fase S (sintese de DNA); seguindo pela fase G2; e entdo d& inicio ao processo
mitotico, fase M; ap6s este episddio as células entram na fase GO, fechando o ciclo e
estabelecendo um relativo repouso celular (Doorbar, 2005).

Os proto-oncogenes sdo responsaveis pela regulacdo do ciclo celular. Outras
proteinas que atuam neste processo como a pl5 e pl6 blogueiam componentes
essenciais para a progressdao do ciclo celular como CDK (ciclindependent kinases)
impedindo o avanco do ciclo da fase G1 para S. Outros inibidores sdo pRB, p53 (Gross
& Barrasso, 1999;Rivoire et al., 2001).

Segundo Rivoire et al. (2006), mutacbes sdo capazes de modificar proto-
oncogenes, tornando-os oncogénicos, causando multiplicacéo celular excessiva. Esta via
se estabelece pelo fato de que essas mutacdes levam o proto-oncogene a expressar em
excesso sua proteina estimuladora do crescimento ou a produzir uma forma mais ativa.
J& os genes supressores tumorais contribuem para o desenvolvimento de cancer quando
sdo inativados por mutacdes. Assim, modificacbes genéticas nestas células em processo
de divisdo podem superar estas defesas e contribuir para a formacéao do cancer.

As células humanas possuem mecanismos de controle da divisdo celular. Um
destes mecanismos de acdo € a morte celular programada, chamada de apoptose, a qual
ocorre quando componentes essenciais estdo lesados ou o controle do sistema
desregulado. O desenvolvimento de células tumorais implica em escape a este
mecanismo (Rivoire et al., 2001). A proteina p53 desempenha um papel fundamental na
prevencdo da tumorigénese, pois responde a estimulos potencialmente oncogénicos
através da ativacdo de mecanismos protetores, como a parada do ciclo celular e a
apoptose. Sabe-se que, na ocorréncia de defeitos de DNA, p53 é secretada e interrompe

o ciclo celular na fase G1. Esta parada permite que se efetue o reparo do DNA. Se for
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bem sucedido, p53 ativa 0 gene mdm2, cujo produto liga-se a prépria p53, liberando o
ciclo celular. Se o reparo do DNA falhar, p53 ativa genes indutores de apoptose,
notadamente bax, que se opde naturalmente ao gene bcl-2, antiapoptético (Cotran et al.,
2000; Berkson et al., 2005).

A oncoproteina E6 do HPV é um polipeptideo constituido por aproximadamente
150 aminodcidos, caracterizada pela presenca de quatro segmentos Cys-X-X-Cys, 0s
quais permitem a formacéo de duas pontes de zinco. Esses segmentos séo estritamente
conservados nas proteinas E6 em toda a familia do HPV. Ainda nédo esta claro se esses
segmentos Cys-X-S-Cys sdo essenciais para permitir a ligacdo de E6 ao DNA da célula
hospedeira. A proteina E6 do HPV possui vérias propriedades bioldgicas importantes,
dentre estas destaca-se a sua capacidade de ligacdo a proteina p53, a qual protege a
integridade do genoma (Zur Hausen, 1996; Rapp Chen, 1998; Terai, 2001; Scully,
2002).

A associacdo de E6 com a p53 é medida por uma proteina celular adicional,
denominada proteina associada a E6 (E6-AP). Uma vez a associacdo estabelecida, a
proteina E6 estimula a degradacdo da p53. Esse processo mediado pela proteina E6
requer ATP e envolve o caminho proteolitico ubiquina-dependente. Essa ligacdo E6-p53
e posterior degradacdo da ultima impedem a acdo supressora tumoral da p53 no ndcleo
celular, permitindo que as células afetadas falhem na parada do ciclo celular em G1,
perpetuando o dano no DNA celular ( Sugerman, 1997; Villa, 1997; Zur Hausen, 1999;
Summersgill et. al., 2000)

A interacdo da E6 com a p53 parece ser a principal causa da instabilidade
cromossémica das células infectadas por HPVs de alto risco. Contudo, E6 também pode
associar-se com as outras proteinas pré-apoptoticas, incluindo Bak e Bax ( Zur Hausen,
1996;2000, Doobar, 2005). Em adicdo, a proteina E6 revela um marcado pleiotropismo
na ligacdo com a proteina ligante de calcio ERC55, com a proteina de adesdo focal
paxilina e com a proteina GAP (E6TP1). Essas interacbes podem produzir
consequéncias funcionais sunstanciais nas céulas expressando E6 (Zur Hausen, 2000)

Ademais, E6 pode aumentar a atividade da telomerase, outro fator envolvido na
carcinogénese (Zur Hausen, 1999; McMurray et al., 2001;Scully, 2002). Destaca-se que
a habilidade da E6 para ativar a telomerase ndo se correlaciona com sua habilidade para
degradar a p53 (Rapp Chen, 1998). A presenca da proteina E6 é considerada um fator
predisponente para desenvolvimento de canceres associados ao HPV (Doorbar, 2005)
(Figura 8).
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Figura 8. Esquema da interferéncia de E6 no ciclo celular. (A) atuacdo de p53 na célula, ap6s
ocorréncia de dano no DNA. H4 parada no ciclo celular e ativagdo de genes de mecanismo de reparo
(GMR) ou sinalizagdo para apoptose. (B) Complexo E6AP-E6 que resulta na ubiquitinacdo ou

degradacéo de p53 e conseqiiente acumulo de mutacgdes (Silva et al., 2003).

A proteina E7 do HPV também mostra um importante papel na carcinogénese,
principalmente devido a sua capacidade de ligar-se a proteina pRb, produto do gene
supressor de tumor Retinoblastoma (Rb) (Villa, 1997; Zur Hausen, 2000; McMurray et
al., 2001; Scully, 2002; Doorbar, 2005). A oncoproteina E7 constitui uma fosfoproteina
ligante de zinco composta por 98 aminoécidos contendo dois dominios Cys-X-X-Cys.
Um dominio ligante de zinco e dois segmentos Cys-X-X-Cys revelam similaridade com
a proteina E6, sugerindo uma relacdo entre essas duas proteinas ( Zur Hausen, 1996,
2000; McMurray et al.,2001)

Proteinas E7 dos HPVs de alto e baixo riscos sdo bastantes semelhantes na
composicao de aminoacidos e organizacao estrutural, porém diferem no seu potencial de
transformacdo e com e em outras propriedades bioquimicas. As proteinas E7 dos HPVs
de alto risco formam complexos de alta afinidade com a pRb, enquanto as mesmas
proteinas dos HPVs de baixo risco demonstram afinidade de ligacdo (Zur Hausen, 1996;

Sugerman Shillitoe, 1997; Scully, 2002). Acredita-se que isso resulta de uma
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modificacdo na sequéncia de aminoacidos, especificamente aqueles localizados na
posicdo 21 (Zur Hausen, 1996; McMurray et al., 2001).

A interacéo da proteina E7 com a pRb esta bem estabelecida. A pRb exerce um
importante papel no ciclo celular, agindo como um regulador negativo deste. Ela liga-se
aos membros da familia dos fatores de transcricdo E2F, reprimindo a acdo deste, desse
modo, prevenindo a progressao da fase G1 para a fase S do ciclo celular. A E7 ligas-se
preferencialmente a pRb hipofosforilada e o complexo E7-pRb ativa os fatores de
transcricdo E2F, que sdo liberados da pRb, permitindo assim, a expressdo de proteinas
necessarias para replicacdo do DNA ( Sugerman Shillitoe, 1997; Villa, 1997; Zur
Hausen, 1999; McMurray et al.,2001; Doorbar, 2005) (Figura 9).

A E7 pode ligar-se a outras proteinas envolvidas na proliferacdo do ciclo celular,
como a deacetilase histona-1 (HDAC-1) e competentes da familia dos fatores de
transcricdo AP-1, como c-Jun, JunB, JunD e c-fos (Zur Hausen, 1999; McMurray et al.,
2001; doorbar, 2005). Destaca-se ainda, outra importante funcdo da E7, que é a
inativacdo dos inibidores das quinases ciclina-dependente p21 e p27. As interacOes de
E7 com esses inibidores desregulam a atividade das ciclinas e quinases ciclina-
dependentes (CDK), sendo um grande fator na estimulacdo do crescimento das células
infectadas pelo HPV (Zur Hausen, 2000).

Portanto, esse somatério de associacfes provavelmente contribui para a
habilidade de E7 em induzir a proliferacdo, imortalizacdo e transformacdo celular
(McMurray et al., 2001). Além das proteinas E6 e E7, outras oncoproteinas podem estar
envolvidas na carcinogénse, dentre elas, aponta-se a proteina E5 (Sugerman & Shillitoe,
1997; Villa, 1997; Zur Hausena, 2000).
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Figura 9. Esquema da interferéncia de E7 no ciclo celular. (A) Associacdo de pRb com o fator
E2F e consequiente regulacdo por inibicéo do ciclo celular. (B) Complexo E7-pRb que resulta na liberacdo

do fator E2F e proliferacdo exagerada das células (Silva et al., 2003).

A E5 do HPV € uma pequena proteina de membrana, constituida de 84
aminoéacidos, cuja principal funcdo bioldgica parece estar relacionada aos fatores de
crescimento, 0s quais apresentam suas atividades exacerbadas nas infecgdes pelo HPV
(McMurray et al., 2001). As proteinas E5 formam complexos com uma variedade de
outras proteinas transmembrana, tais como receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFr), receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta-e receptor do fator
estimulante de coldnia-1. Essa proteina também se liga as proteinas do complexo juncéao
gap, como a proteina ligante de membrana adenosina trifosfatase (ATPase) (Zur
Hausen, 2002).

De acordo com os relatos de Villa e colaboradores em 2002, a proteina E5 é
tradicionalmente conhecida por interagir com dominio transmembrana do receptor para
EGF. Em células expressando E5, o turnover e a fosforilacdo dos referidos receptores
serdo aumentados, possivelmente reforcando a resposta positiva para sinalizacdo do
crescimento celular.

Considerando que o EGF é um fator necessério para crescimento dos
queratindcitos humanos, presume-se que a atividade da proteina E5 esta relacionada
com a estimulacdo das células através das fases G1 e S do ciclo celular, sugerindo que
essa proteina exerce um papel complementar no processo de imortalizacao das células
(McMurray et al., 2001) Porém tem sido observado em células de carcinoma cervical,
que o ORF E5 frequentemente sofre dele¢do, indicando que a E5 participa nos estagios
iniciais da infeccdo do HPV, mas que esta ndo € essencial para manutencdo do fendtipo

maligno das células infectadas (Zur Hausen, 2002)

2.5 HPV x Cancer cervical

O cancer cervical ¢ uma das maiores causas de morbidade e mortalidade nas
mulheres em todo o mundo. Devido a esta constatacdo ele é o primeiro cancer 100%
associado a infeccdes, segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) [Bosch et al.,

2002]. O cancer vaginal, peniano e vulvar s&o muito raros, com taxas de incidéncia de
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1% por ano. Este dado sugere que o risco de progressao da infecgéo € sitio dependente,
ou seja, uma possivel explicacdo para a alta incidéncia de céncer cervical seria a
presenca de uma zona de transformagdo no cérvix, considerada mais sucetivel a
transformacéo por HPV (Steenbergen et al, 2005).

Estudos morfoldgicos tém demonstrado que a neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) é uma doenca dindmica na qual, na minoria dos casos, progride para cancer
invasivo cervical (CIC) enquanto que uma vasta maioria regride espontaneamente
(figura 10) (Syrjanen et al., 1992; Ostor, 1993; Mitchel et al., 1994). Segundo Bethesda
(1988), as lesdes cervicais precursoras apresentam-se em graus evolutivos, do ponto de
vista cito-histopatoldgico, sendo classificadas como neoplasia intraepitelial cervical de
graus | (leséo de baixo grau), Il e 111 (lesdes de alto grau).

Cervix normal Lesdo intraepitelial Céancer invasivo

Baixo grau Alto grau

Neoplasia Intraepitelial cervical
Grau 1 Grau 2 Grau 3

Epitelic escamoso
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Zona Média
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Figural0: Expansdo da infec¢do no tecido epitelial cervical (Woodman et al, 2007)

A infeccdo por HPV pode regredir por acdo do sistema imune do hospedeiro. Na
auséncia de regressdo, as lesdes persistem e podem progredir para o cancer. Isto ocorre
nos locais onde o ciclo de vida produtivo ndo pode ser completado. O evento chave para
a progressao seria a desregulacdo das proteinas transformantes (E6 e E7), com a perda
dos genes reguladores que exercem efeito negativo no crescimento celular (E2 e E4), o
que levaria ao aumento da proliferacdo celular nas camadas epiteliais inferiores e perda
da habilidade de reparo de mutag6es no DNA do hospedeiro (Doorbar, 2005).

Os principais fatores envolvidos na carcinogénese cervical incluem o epitélio de

transicdo cervical, a presenca de um ou mais tipos oncogénicos, a persisténcia da
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infeccdo viral, carga viral e a progressdo clonal do epitélio com infec¢do persistente
para pré-cancer e invasdo. A importancia dessa zona de transicdo cervical foi estendida
para outras areas similares localizadas no canal anal e nas tonsilas, locais onde também
ocorre cancer. A NIC-1 (neoplasia intraepitelial cervical do tipo 1 ou de baixo grau) € a
manifestacdo mais comum da infeccdo aguda por papilomavirus humano. A maioria das
infeccBes por HPV, com a neoplasia mais branda (NIC-1), tende a desaparecer
naturalmente no organismo. Uma pequena proporcdo de infecgdes resulta em displasia
de médio e alto grau (NIC-2 e 3, respectivamente). Estas lesdes raramente regridem, e
se ndo forem tratadas, frequentemente progridem para cancer cervical (Moscicki et al.,
2006; Bryan, 2007) ou seja, a persisténcia das infeccBes € incomum, ocorrendo em
menos de 5% das mulheres jovens saudaveis, e uma proporcao preferivelmente alta em
pessoas imunocomprometidas HIV — positivas (Leggatt & Frazer, 2007). Estima-se que
o tempo de infeccdo até o surgimento da NIC 3 oscile entre um e 10 anos.

Van der Graaf e colaboradores em 2002 observaram que mulheres com infecgéo
por HPV, apresentavam o risco de desenvolver cancer de colo uterino 19 vezes maior.
Mulheres com os tipos oncogénicos 18, 31 ou 33 tém um risco maior do que 50 vezes
comparado ao daquelas ndo-infectadas e, se considerado o HPV 16, este risco tem
aumento de mais de 100 vezes.

Infeccdes com HPV de baixo e de alto risco, ocorrem principalmente nas
mulheres entre 16 e 24 anos. Muitas das infec¢des por HPV sdo transitorias, cerca de
80% regridem espontaneamente com 1 ou 3 anos, o restante resulta em NIC. Estudos
demonstraram que, entre as mulheres com alta carga de HPV 16, o risco de evoluir para
NIC 3 é mais elevado quando comparadas com mulheres nas quais o0 HPV 16 ndo foi
detectado (Ylitalo et al., 2000).

A infeccdo com HPV-16 é responsavel por aproximadamente 60% dos casos de
cancer cervical no mundo. Juntos o HPV-16 e o HPV-18 sdo responsaveis por cerca de
70% de todos os canceres cervicais invasivos (Mufioz et al., 2003). O HPV 6 e 11
(tipos de baixo risco) sdo responsaveis por 10% das LSIL (lesdo intraepitelial escamosa
de baixo grau) e aproximadamente 90% das verrugas genitais (Bosch & Harper, 2006).

A prevaléncia da infeccdo cervical com o HPV tem grande variacdo em todo o
mundo, sendo notdrio que as populacGes sob maior risco de desenvolver o céancer
cervical estejam localizadas nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
especialmente na América Latina, onde o Brasil é considerado uma das areas que

apresenta elevadas taxas de infeccéo pelo virus e de carcinoma cervical (Berrington-de-
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Gonzalez et al., 2004; Ferlay et al., 2004; Clifford et al., 2005; Hammouda et al., 2005).
No nordeste brasileiro, a incidéncia do cancer do colo do Gtero é a mais alta do mundo
(Franco et al., 1995).

Durante muito tempo, as Unicas formas de controlar essa doenca eram o
diagnostico precoce e o controle por meio da observacéo de alteracbes morfologicas de
esfregacos cervicais estabelecido por George Papanicolau na década de 40, além da
educacdo para a saude do publico por meio de campanhas de esclarecimento e adesdo
aos programas de acompanhamento e prevencdo (Linhares & Villa, 2006). Paises
desenvolvidos, onde a maior parte da populacdo tem acesso a saude e onde ha
programas bem estabelecidos de prevengdo, conseguiram diminuir a incidéncia do
cancer cervical em 75% nos ultimos 50 anos (Franco & Harper, 2005). Nos paises em
desenvolvimento, a instauracdo e manutencdo de programas de prevengao, assim como
0 acesso a tratamentos eficientes, muitas vezes, ndo existem e conseqientemente mais

de 80% dos canceres cervicais ocorrem nessas regioes (Frazer, 2004).

2.6. Vacina preventiva contra o Papillomavirus VLPs.

Em todo mundo, tenta-se desenvolver vacinas contra tipos de HPVs especificos.
Estas podem ser basicamente de dois tipos, objetivando a prevencéo de infeccdes virais
por meio do desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (vacinas profilaticas) e as
que tém intencdo de controlar o crescimento de células transformadas e induzir a
regressdo de lesBGes pré-existentes ou tumores (vacinas terapéuticas) (Garcia-Carranca,
2003).

Apesar da complexidade dos eventos envolvidos para disparar uma resposta
imune eficaz, os estudos realizados em animais forneceram resultados muito positivos
quanto ao emprego dessas vacinas. A partir dai, surgiu uma série de propostas para o
desenvolvimento e utilizacdo de vacinas contra HPV (Stanley, 2002).

Uma das propostas € a virus-like particles (VLPs) ou particulas semelhantes ao
virus. Estas sdo estruturas protéicas com morfologia similar aos virions intactos, elas
sdo obtidas a partir da expressdo da proteina L1, sozinha ou associada a L2. L1 é uma
proteina de 55 KDa que compbe o capsidio viral em uma conformacdo de 72
pentameros, também denominados capsémeros (figura 11) (Zhou et al., 1991;
Kirnbauer et al., 1992, 1993).
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(A) (B) (©€)
Figura 11. VLPs. (A) O mondmero L1 . (B) Pentdmero de L1. (C) “Virus-Like Particle” (Chen
et al., 2000)

As VLPs sdo indistinguiveis dos virions nativos, preservam os epitopos
conformacionais necessarios a inducdo de anticorpos neutralizantes e sdo capazes de
promover resposta celular (Dupuy et al., 1999; Palker et al., 2001). As VLPs de L1
constituem excelentes candidatos a vacinas profilaticas, na medida em que previnem
infeccOes e a neoplasia epitelial a elas associadas. As VLPs sdo capazes de induzir a
formacdo de anticorpos neutralizantes sistémicos e de mucosa, além de induzir
imunidade celular em animais imunizados (Liu et al., 1998). Porém, a producao de
anticorpos neutralizantes so é estimulada se a proteina L1 estiver na forma terciaria ou
nativa, montada como um multimero (Dillner, 1999; Stanley, 2006).

Virus ndo envelopados que expressam uma ou duas proteinas principais em seus
capsideos representam os modelos cujas VLPs apresentam-se mais similares ao virus
intacto, devido a simplicidade de sua estrutura. Vacinas contra hepatite B foram um dos
primeiros produtos contendo VLPs sintetizadas, produzidas a partir de proteinas
recombinantes em sistemas de expressdo controlados (McAleer et al., 1984). Outras
doencas que sdo alvo para imunizacdo com VLPs sdo gastroenterites (Tacket et al.,
2003), hepatite C (Lechmann, et al., 2001) e malaria (Oliveira-Ferreira et al., 2000).

Ensaios clinicos de vacinas profilaticas contra HPV-16 estdo em andamento
desde 1997. Na maioria desses ensaios, injetam-se VLP de HPV-16 purificadas a partir
de culturas de leveduras ou células de inseto contendo vetores de expressdo
recombinantes com os genes L1 e/ou L2 (Linhares e Villa, 2006).

Os resultados de ensaios clinicos de fase | para vacinas profilaticas contra HPV
tipo 11 e tipo 16 indicam que a administragdo da vacina por via subcutanea ou
intramuscular é segura, ndo tendo causado nenhuma reacdo adversa. Nos ensaios

reportados, individuos vacinados exibiram uma boa resposta imune. Além disso,
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anticorpos neutralizantes foram detectados em niveis que excedem aqueles observados
nos individuos naturalmente infectados por HPV, indicando que, nesses ensaios, a
vacina é imunogeénica (Schiller and Lowy, 2006).

Os estudos clinicos de fase Il e Ill, coordenados pela Merck Sharp & Dohme
(MSD), foram realizados em aproximadamente 12.000 mulheres jovens, onde a vacina
mostrou-se segura e bem tolerada pelas voluntérias. Ainda mais importante, a resposta
imune desenvolvida foi bastante elevada, tendo-se observado titulos de anticorpos cerca
de 100 vezes maiores do que aqueles observados em mulheres, da mesma faixa etaria,
naturalmente expostas aos HPVs em estudo (US FDA, 2006)

Em 8 de junho de 2006, a US Food and Drug Administration (FDA) aprovou a
Gardasil®, vacina quadrivalente desenvolvida pela Merck, contendo VLPs de L1 dos
tipos 6, 11, 16 e 18, para uso em mulheres de 9-26 anos de idade. Posteriormente,a
GlaxoSmithKline fez um requerimento a European Medicine Agency (EMEA) para a
licenca da Cervarix, vacina bivalente baseada em VLPs de L1 HPV 16 e 18. Porém,
essas vacinas comerciais deixam de fora pelo menos 13 outros papilomavirus
oncogeénicos responsaveis por quase 30% de todos os casos de cancer cervical, além de
serem necessarias trés doses para prote¢do, 0 que encarece 0 processo de vacinagdo e
dificulta sua adogdo em programas publicos de vacinagao principalmente nos paises em
desenvolvimento (Gasparic et al., 2007).

2.7 Sistema Heterdlogo de expressao

Existem diferentes sistemas heterélogos de expressdo génica. Varios tipos
celulares tém sido usados para transformacdo e expressao de genes de interesse, tanto
em sistemas procariotos (principalmente Escherichia coli) como em sistemas
eucariotos, tais como leveduras, células de insetos ou de mamiferos (Morton and Potter,
2000; Schatzmayr, 2001).

Os sistemas de expressdo que utilizam células bacterianas (procariotos) tém
como principal organismo a Escherichia coli. O fascinio de bactérias como sistemas
experimentais € que elas séo células relativamente simples e podem ser multiplicadas e
manipuladas com facilidade, além disso, possuem um tempo de geracdo curto (Watson
et al.,2006). Apesar de muito utilizados, estes sistemas apresentam algumas
dificuldades, tais como a auséncia de modificagdes pos-traducionais (Brown, 2003;

Pelczar et al., 1996). E. coli pode ndo processar a proteina recombinante corretamente
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ou pode ndo enovela-la da maneira certa formando corpos de incluséo, ocorrendo até a
degradacdo da proteina (Brown, 2003). O processo de purificacdo da proteina
intracelular heter6loga requer cuidado, pois a lise das células também libera endotoxinas
ou pirdgenos (presentes na membrana externa) que podem provocar reacOes
indesejaveis (Montor & Sogayar, 2003).

Quando baseados em células de mamiferos, as proteinas sdo processadas
corretamente, porém estas culturas apresentam crescimento lento, meios de cultura
caros, e processo de purificacdo complexo. O sistema que utiliza células de insetos tem
como vantagem a producdo de proteinas recombinantes com um alto rendimento. Este
sistema de expressdo é baseado no baculovirus, um grupo de virus que s&o comuns em
insetos, o qual também € utilizado com sucesso na producdo de varias proteinas de
mamiferos, porém essas ndo sdo glicosiladas (Brown, 2003).

Sistemas de expressdo em leveduras oferecem vantagens consideraveis em
relagdo a sistemas procaridticos ou a outros sistemas eucarioticos. Leveduras séo
capazes de secretar proteinas e realizar processos de modificacdo relacionados a
secrecdo. Como um sistema bacteriano, o eucaridtico combina a facilidade de
manipulacdo genética e o crescimento relativamente rapido a altas densidades celulares
em meios relativamente simples (Gellisen, 2000).

A producgdo industrial demanda tanto alta produtividade das proteinas como
dispositivos de seguranca e autenticidade dos compostos. A agencia FDA ( Food and
Drug Administration), por exemplo, recomenda o uso de linhagens reconhecidas como
seguras para a producdo. Esses organismos recebem o status de GRAS ( Generally
Recognized as safe) (Gellisen et al., 2005).

Devido a todos esses fatores, os fungos vém se tornando os sistemas favoritos
para a producdo das proteinas em larga escala. Os sistemas de expressdo em leveduras
combinam a facil manipulagcdo e crescimento de organismos unicelulares com o
processamento de modificacdo pos-traducionais dos eucariotos. As leveduras ndo sao
pirogénicas; tem menos risco de contaminacdo por patdgenos humanos e virus possuem
genoma de pequeno tamanho — cerca de 200 vezes menor que o de mamiferos, o que
simplifica analises moleculares e genéticas e crescem em meio de cultura nao-
complexo. Além disso, os custos de triagem e producdo sdo muitos menores do que em
outros sistemas eucariotos (Gellisen et al., 2005).

O primeiro sistema desenvolvido para producdo de genes heter6logos em fungos

foi baseado na levedura Saccharomyces cerevisiae. Essa plataforma possui o status de
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GRAS e foi utilizada com sucesso na producao de varios farmacos aprovados pela FDA
incluindo a insulina (Melmer, 2005) e a primeira vacina recombinante, o antigeno viral
da hepatite B (Harford et al., 1987). A quantidade massiva de informagfes sobre esse
microorganismo nas areas da genética, biologia molecular, fermentacdo, bioquimica,
microbiologia e fisiologia, tornou-a como a espécie mais bem caracterizada do sistema
eucariotico. Esse conhecimento possibilitou a utilizacdo da engenharia genética para
modificar o microorganismo como um todo a alterar o fluxo metabdlico visando a
producdo de proteinas especificas. Por esses motivos S. cerevisiae se tornou um dos
principais sistemas de expressdo (Gellissen et al., 1997).Contudo, novos sistemas de
expressdo estdo sendo desenvolvidos baseados em leveduras ndo convencionais. Um
namero limitado de espécies pertencentes ao género Hansenula, Candida, Torulopsis e
Pichia é capaz de utilizar o metanol como fonte Unica de carbono. Entre essas leveduras
metilotroficas facultativas, as espécies H. polymorpha e Pichia pastoris fazem parte dos
sistemas industriais em ascensdo ( Hollenberg et al., 1997).

Até o comeco dos anos 90 poucas proteinas heter6logas haviam sido expressas
em P. pastoris (Russel et al., 1991), hoje ha mais de 400 proteinas expressas registradas
(Cereghino et al., 2000, 2002).

Para a producdo de VLPs, é necessario o estabelecimento de um método de
expressdo que permita producdo em larga escala e seja capaz de utilizar técnicas de
purificacdo de grandes quantidades. Pichia pastoris possui diversas linhagens e
ferramentas moleculares disponiveis comercialmente ( Invitrogen, San Diego) e seu uso
é muito difundido na comunidade cientifica. Além disso, P. pastoris é metilotréfica,
capaz de utilizar metanol como fonte Unica de carbono e indutor (Cereghino et al.,
2000).

2.8 Levedura Pichia pastoris

Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica, ou seja, é capaz de crescer em
meio de cultura contendo metanol como Unica fonte de carbono. As primeiras reacdes
do metabolismo metandlico para obtencdo de energia ocorrem nos peroxissomos e
depois prosseguem no citoplasma. A enzima alcool oxidase — AOX (codificada pelos
genes AOX1 e AOX2, sendo o primeiro responsavel pela maior atividade da enzima na
célula), é a primeira a atuar, oxidando o metanol a formaldeido e a perdxido de

hidrogénio, que por sua vez € degradado a oxigénio e agua. Uma parte do formaldeido

22



deixa o0 peroxissomo e vai para o citoplasma, onde é oxidado a formato e carbono por
duas desidrogenases. P. patoris tem habilidade em alcancar altos niveis de expressao,
podendo produzir em grandes quantidades proteinas de importdncia na &rea
biotecnologica. Tipicamente, esta levedura produz proteinas heterélogas em quantidades
superiores a 30% do total das proteinas sollveis expressas pela célula. Além disso, por
se tratar de um microrganismo eucarioto, seu modelo de expressdo possibilita que
proteinas que necessitem de transformacgfes pds-traducionais possam ser expressas
conservando sua estrutura 0 mais proximo possivel da proteina nativa, possibilitando a
utilizacdo destas como antigenos vacinais (Ellis et al, 1985; Cereghino & Cregg, 2000;
Torres & Moraes 2002; Macauley et al., 2005).

Os vetores de expressdo génica para uso em levedura P. pastoris estdo bem
estabelecidos e tém sido utilizados com sucesso para producdo de diferentes tipos de
proteinas heterélogas (Higgins, 1995). A maioria dos vetores possuem um cassete de
expressao composto pela sequéncia promotora do gene AOX1 (AOX1 5°), um ou mais
sitios de clonagem para insercdo do gene heter6logo, uma sequéncia de término da
transcricdo do gene AOX1, sequéncias para integracdo no genoma, para selecdo e
secrecdo (Daly and Hearn, 2004).

Os sistemas de expressdo baseado na levedura P. pastoris permitem a producgéo
de proteinas tanto na forma intracelular quanto extracelular, sendo que o sistema de
producdo extracelular apresenta a vantagem da liberacdo da proteina de interesse no
sobrenadante do meio de cultivo, o que facilita o processo de purificacdo (Cereghino &
Cregg, 2000).

Existem muitos vetores comerciais disponiveis para expressdo em P. pastoris.
Estes vetores tém sido desenhados para poderem ser usados tanto em E. coli como em
P. pastoris. Estes vetores contem uma origem de replicacdo bacteriana e uma de
levedura, para manutencdo do plasmidio, e marcas de sele¢cdo para um ou ambos 0s
organismos. (Cereghino & Cregg, 2000). Tem sido utilizado com sucesso o sinal o-
mating factor de S. cerevisiae (Invitrogen, 2007), que codifica o peptideo pré-pro fator
a, cuja fungdo € ordenar a secrecdo da proteina sintetizada. Dados demonstraram que o
poder de secrecdo da P. pastoris pode ser superior ao da S. cerevisae (Muller et al.
2005).

No sistema com Pichia, a expressdo extracelular é bastante utilizada por que a
levedura secreta baixos niveis de proteinas nativas e por isto a purificagdo da proteina

heterdloga se faz de maneira simples. A producdo intracelular geralmente ndo resulta
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em glicosilacdo, sendo assim, mais atrativo para certos tipos de proteinas, como
farmacos. Outra vantagem de utilizar a expressdo intracelular é que o meio
citoplasmatico facilita a formacdo das VLPs resultando em VLPs formadas enquanto
que, na expressao extracelular a proteina L1 tem que ser concentrada a partir do
sobrenadante e colocada em tampdo especifico para induzir a formacdo das VLPs.
Todavia, a purificacdo das proteinas expressas dentro da célula é mais dificil quando
comparada a expressao extracelular (Rees et al, 1999).

2.9 Vetor de Expressdo pPCZA e pPClZa

Existem muitos vetores comerciais disponiveis para expressdao em P. Pastoris.
Estes vetores tém sido desenhados para serem usados tanto em E. coli como em P.
pastoris. Eles contém uma origem de replicacdo bacteriana e uma de levedura, para
manutencdo do plasmidio, e marcas de selecdo para um ou ambos organismos. A
maioria dos vetores de expressdo tem um cassete de expressdo composto por um
fragmento de 0,9 kb referente a sequéncia do promotor do gene AOX1 e a sequéncia de
terminacdo da transcricdo do AOX1 (Cereghino & Cregg, 2000). Entre o promotor e a
sequéncia terminadora da transcri¢do existe um sitio ou multiplos sitios de clonagem
para insercdo da sequéncia codificante do gene heterélogo, sdo exemplos deste tipo de
vetor os da linha pPICZ (figuras 12 e 13).

Alguns dos vetores dessa linha possuem sinais, que permitem a secre¢cdo da
proteina heter6loga. Tem sido utilizado com sucesso o sinal a-mating factor de S.
cerevisiae (Invitrogen, 2007), que codifica o peptideo pré-pro fator a, cuja fungdo é
ordenar a secrecdo da proteina sintetizada. Além de uma variedade de opcbes de
enzimas de restricdo, o vetor pPICZAaq. (figura 12) conta ainda com duas sequéncias que
possibilitam duas estratégias interessantes de deteccdo e recuperacdo da proteina
heter6loga produzida. Trata-se do epitopo c-myc (Glu-GIn-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-
Asp-Leu), cuja fusdo a proteina recombinante permite a sua imunodeteccdo pelo
anticorpo anti-myc. A outra estratégia é demonstrada pela cauda c-terminal de poli-
histidina (6XHis), cujo epitopo c-terminal pode ser detectado através do anticorpo anti-
His, além de permitir a purificacdo da proteina recombinante fusionada por meio de

cromatografia de afinidade (Invitrogen, 2007).
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Figura 13. Mapa génico do vetor de expressdo pPICZA (Invitrogen, 2005)

Os vetores de expressdo pPICZA e pPICZAa, um plasmideo integrativo para
células da levedura Pichia pastoris, é direcionado para uma sequéncia homologa do loci
gendbmico da levedura, justamente, de transcricdo controlada pelo promotor AOX.
Portanto, o vetor deve ser linearizado, antes da transformacéo, pois as extremidades do
DNA sdo substratos favoraveis para enzimas de recombinacdo. Assim, vetores de
expressdo linearizados podem gerar transformantes estiveis via recombinacdo
homologa entre as sequéncias compartilhadas pelo vetor e pelo genoma do hospedeiro
(Orr-Weaver et al. 1981). A transformacdo em P. pastoris ocorre pela integracdo do
cassete de expressdao em locus especifico e origina transformantes geneticamente

estaveis. Para que isso ocorra 0 cassete de expressdo/vetor deve ser digerido em Unico
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sitio, que pode ser uma marca génica (ex., HIS4) ou o promotor AOX1. A integracdo no
genoma ocorre via recombinacdo homologa quando o cassete de expressdo/vetor
contém regides homologas ao genoma da P. pastoris (figura 14) e a integracdo pode ser

via insercdo ou substituicdo génica (Daly & Hearn, 2005).

Pichia Genome (HIS4 or his4)

Figura 14. Cassete s locus AOX1 ou

on Seest TT Zaocin 5" AOX!or aox1::ARG4  TT 3

AOX1:ARG4 (l nvit Expression Cassette

A integracéo por insercdo ocorre em altas frequéncias (50-80%) por eventos de
crossover (permuta) unico nos loci ARG4 ou AOX1 (Cereghino & Cregg, 2000), e
também pode resultar em integracdes mdltiplas em tandem devido a eventos de
recombinacéo repetidos numa taxa de 1-10% dos transformantes (Daly & Hearn, 2005).
Eventos de integracdo por substituicdo génica ocorrem por duplo crossover (permuta)
no locus génico alvo, dando origem a transformantes de cdpia Unica que sdo geralmente
mais estaveis. A substituicdo génica em P. pastoris € obtida pela digestdo do vetor de
expressdo nas regioes 5’ ¢ 3’ terminais que correspondem as regides 5° ¢ 3’ do locus
AOX1. A transformacdo resulta na delecdo sitio-especifica do gene AOX1, numa

frequéncia de 5-25% dos transformantes (Daly & Hearn, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a expressdo do gene L1 selvagem de HPV16 pelas vias intra e
extracelular em Pichia pastoris por meio do uso de vetor integrativo e consequente
producdo da proteina L1.

3.2. Especificos

1. Transformar as constru¢des pPICZALIH16 ¢ pPCIZAalL1H16 em Pichia

pastoris;
2. Transcrever o gene L1 em Pichia;
3. Produzir a proteina L1 pelas vias intra e extracelular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Disponibilidade do genoma de HPV 16 no vetor pBR322 (pBR322HPV16) para
amplificagdo e clonagem de L1 nos vetores de expressédo pPICZAa e pPICZA. Foram
utilizados enzimas e kits da Promega Corporation (Madison, USA) — enzima Kpn I;
enzima Sal I; T4 DNA ligase; vetor pGEM-T ; kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System; kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifications System — e também da
Invitrogen Corporation (Califérnia, EUA): vetor de expressdo em células de Pichia
pastoris pPICZAa e pPICZA; Xgal; IPTG; RNAse; dNTPs; Tag DNA Polimerase de
alta fidelidade, marcador Lambda Hind 111 e Marcador plus de 1 Kb; kit Purification
and Quantification PureLink.

Os seguintes equipamentos foram utilizados: microcentrifuga, banho-maria,
estufa, termociclador, fonte para eletroforese, transiluminador e cédmara de fluxo
laminar, e os seguintes compostos: brometo de etideo; Tris-Base; &cido acético glacial;
EDTA,; glicerol; azul de bromofenol; agar bacterioldgico; CaCl,; ampicilina; Zeocina™;

extrato de levedura; peptona; Tris-HCI; glicose; NaOH; SDS; acetato de potassio.
4.2 Metodos
4.2.1 Constructes pPICZAalL1H16 e pPCIZAL1H16

A construcdo pPICZAL1H16 foi obtida como resultado da dissertacdo da Mestre
em Genética Eliane Coimbra (Coimbra et al., 2007) e a construgdo pPICZAaL1H16 foi

obtida em meu trabalho de conclusédo do curso de graduacgdo(Carvalho, 2008).

4.2.2. Transformagdo da levedura Pichia pastoris com pPICZAL1H16 e
pPICZAoL1HPV16

Os clones com as constru¢bes pPICZAL1H16 e pPICZAaL1HPV16 foram

submetidos a extragdo com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), para obtencdo de
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Sug/ul (no minimo) de DNA e posterior linearizacdo com a enzima Sacl para
transformac&o da levedura Pichia pastoris pelo sistema de cloreto de litio (Invitrogen

A trasformacdo por eletroporacdo também foi utilizada. Para preparacdo de
células eletrocompetentes foram realizados os seguintes procedimentos: uma col6nia da
levedura P. pastoris X-33 (tipo selvagem) foi pré-inoculada em 10 mL de YPD
(250rpm, a 30°C) overnight ou até uma DO600 igual a 3; de 3-5 mL do pré- indculo foi
adicionado a 250 mL de meio YPD para crescimento por 6 horas ou até uma DO600
igual 1.3; a cultura de leveduras foi centrifugada (3000 rpm por 5 min., a 4°C) para
sedimentacdo das células; a lavagem do pellet foi gentilmente realizada por pipetagem,
através de uma ressuspensdo inicial das celulas em 100 mL de &gua deionizada
(autoclavada) gelada, seguida de centrifugacdo e descarte do sobrenadante; a segunda
ressuspensdo do pellet foi realizada com 50mL de agua deionizada (autoclavada),
seguindo-se de nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante; a ultima lavagem do
pellet foi realizada com 20mL de sorbitol gelado 1M, seguindo-se da Ultima
centrifugacdo e descarte do sobrenadante as celulas foram finalmente ressuspendidas em
0.5mL de sorbitol 1M e mantidas no gelo.

Para a eletroporagdo, 5-10ug de DNA previamente linearizados (em um volume
de 10puL) foram homogeneizados a 80uL de células eletrocompetentes mediante
pipetagem. Essa mistura foi transferida para uma cubeta de 0.2cm pré-resfriada e
incubada no gelo por 5 min. A cubeta foi inserida no eletroporador (Multiporator
Eppendorf) para transformacdo, seguindo os parametros determinados pelo fabricante:
1500v por 5 min. Imediatamente apds o pulso elétrico, ImL de sorbitol 1M gelado foi
adicionado a cubeta. Em seguida, esse material foi transferido para um tubo estéril de
15mL e incubado por 2 horas a 30°C, sem agitacao.

Para aumentar o rendimento da transformacao foi adicionado 1mL de YPD ao
tubo, o qual foi incubado por mais 2-3 horas a 30°C, sob agitacdo. A partir desse
material, aliquotas de 10, 25 e 100uL foram semeadas em placas de meio YPDS

M para incubacdo a 30°C por 2-3 dias. Os

contendo 100 pg/mL de Zeocina'
recombinantes foram entdo selecionados através da presenca de colbnias na placa de
transformacao devido & resisténcia ao antibiético Zeocina™ que foi conferida gracas a

integracdo das construcgdes pPICZAoL1H16 e pPICZAL1H16 no genoma da levedura.

4.2.3. PCR de colbnia

29



A PCR para deteccdo foi feita diretamente dos clones crescidos em placa. Uma
coldnia foi misturada a 10ul de dgua e Sul de enzima lyticase (5U/ ul) para incubagdo a
30°C, por 10 min. Depois de incubada, a amostra foi colocada a -80°C por 10 min. Uma

aliquota de 5pl das células foi utilizada para a reagdao de PCR como mostra a tabela 2.

Reagente Volume
Células lisadas SuL

5" AOX1 primer (10 pmol/uL) ims

3" AOX1 primer (10 pmol/uL) ims
Tampéo 10x SuL
MgCI2 (25mM) SuL
dNTP (256mM) ims
Agua 27uL
Total 45uL

Tabela 2. Reacéo de PCR direta de col6nia

A reacdo foi incubada a 95°C por 5 min e depois adicionada SuL. de 0,16 U/uL
de Taq polymerase (0,8 units). O programa utilizado apresentou 30 ciclos: 95°C de
desnaturacdo (1 min), 54°C de anelamento (1min) e 72°C de extensdo (1min), incluindo
extensdo final de 7 min. Além dos primers AOX, listados na tabela 5, a reacdo também

foi feita utilizando-se os primers para L1.

Primer Seqiiéncia 5’- 3’

3" AOX1 Pichia5" GCAAATGGCATTCTGACATCC 3
5 AOX1 Pichia5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC ¥

Tabela 3. Primers para amplificacédo de regido AOX.

4.3 Anélise da expressdo da proteina L1

4.3.1. Inducédo dos clones para expressao do gene L1

Clones de Pichia pastoris foram selecionados com a construgdo pPICZAL1H16
e com a construgédo pPICZAaL1HPV16, além da linhagem GS115 sem o inserto (como
controle negativo), para 0s ensaios de fermentacdo, que seguiram o protocolo
apresentado no manual EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen). As col6nias
foram inoculadas em meio MGH — Minimal Glicerol Médium Histidine (1,34% YNB,
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1% glicerol, 0,00004% biotina, 0.004% histidina) ou BMGH - Buffered Minimal
Glicerol Médium Histidine (mesma composicdo do MGH, mas acrescentado de tampao
fosfato de potassio 100mM, ph. 6,0) para crescimento por 16-24 horas, a 28-30°C. O
volume de meio utilizado foi equivalente a 10% do volume do erlenmeyer. Para a
inducdo, a cultura deveria estar numa DO600 de 1-6. Nesta fase, 0 meio com glicerol foi
retirado, por centrifugagdo (3000xg, 5 min, temperatura ambiente) e as células
ressuspendidas em meio com metanol MMH - Minimal Methanol Histidine (1.34%
YNB, 0,00004% biotina, 0.5% metanol) ou BMMH - Buffered Minimal Methanol. A
inducdo foi feita até 96h e a cada 24 horas de crescimento com metanol 100% foi
adicionado para uma concentragéo final de 1%. Um volume de 1ml foi centrifugado,
também a cada 24 horas, para formacdo do pellet celular (clones de expressao
intracelular) e para recuperacdo do sobrenadante (no caso dos clones de expressao
extracelular), ambos estocados a -80°C até a analise da proteina L1, em géis de SDS-
PAGE 12,5%.

Para os clones trasformados com a constru¢do pPICZAoL1HPV16 foi também
realizada uma metodologia comumente empregada para avaliagdo da expressao
extracelular, a indugdo em placa deep-well ou em mini-escala, para selecdo de clones
com melhores potenciais de expressdo. Os clones foram submetidos a crescimento em
com 1ml de meio BMGY na placa deep-well, por um periodo de 24h a uma temperatura
de 30°C. Apos esse periodo centrifugou-se a placa (10000rpm por 10°) e retirou-se 0
sobrenadante. O pellet formado foi lavado com agua milliQ gelada e estéril. Adicionou-
se 1ml de meio BMMY em cada pogo da placa para indugdo por até 96h, a 28°C. Os
sobrenadantes foram estocados a -80°C para posterior analise.

4.3.2 Processamento das amostras protéicas (recuperacéo da proteina L1)

Para a recuperagdo do contetido protéico presente no meio extracelular foi feita a
adicdo de acetona gelada da seguinte forma: 1 mL do meio de cultura foi misturado a 8
mL de acetona 100% gelada e a suspensdo foi acondicionada a -20°C por cerca de 16
horas. Procedeu-se a centrifugagédo por 20 minutos a 5000rpm e secagem do precipitado
a 37°C por 15 minutos. A amostra pode ser entdo ressuspendida em tampéo fosfato para
uma concentracdo final de 10X ou ressuspendida diretamente no tampdo de amostra

com B-mercaptoetanol para corrida SDS-PAGE 12,5%.
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Em relacdo aos clones de expressdo intracelular, os pellets foram submetidos a
um protocolo de lise mecanica. Para tal, adicionou-se 100 pl de tampéo de lise (50 mM
de fosfato de sodio, 1 mM de PMSF, 1 mM EDTA e 5% de glicerol) e pérolas de vidro
(0,5 mm), em seguida foram realizados 8 ciclos de 30 segundos no vortex e 30 segundos

no gelo. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado para anélise da proteina L1.

4.3.3. Extracéo de RNA total dos recombinantes de P.pastoris

A extracdo de RNA dos clones foi feita a partir do método que utiliza fenol
acido, quente. Um volume de 5-10ml de cultura induzida, foi centrifugado a 5000 rpm,
por 4 min. O pellet foi ressuspendido em 600 pl de solugdo AE (acetato de sodio, 50
mM, pH 5,3 e EDTA, 10mM), e depois passado a um tubo de 1,5ml. A amostra, foram
adicionados 40 ul de SDS 25%, levando-se ao vortex. Rapidamente, foi feita a adi¢éo
de fenol previamente aquecido a 65°C e equilibrado em tampédo AE. Apds agitacdo no
vortex, a amostra foi incubada a 65°C, por 10 min e, posteriormente, congelada a 4°C,
por 5min. Foi realizada uma centrifugacéo de 10000 rpm, por 5 min para recuperacao da
fase aquosa em novo tubo, a qual foi misturado, por inversdo (2-3min), um volume
igual de fenol/cloroférmio/isoamilico (25:24:1) a temperatura ambiente. Para nova
recuperacdo da fase aquosa, fez-se uma centrifugagdo a 14000 rpm por 2 min. Um
volume de 1ml de cloroférmio foi agregado para separar as fases, através de
centrifugacdo a 12000 rpm, 2 min.

Ao sobrenadante (em novo tubo) foi adicionado 1/10 de acetato de sddio 3M
(pH 5.3) e misturado em vortex. Posteriormente, foram misturados 2,5 volumes de
isopropanol para a precipitacdo do RNA a -20°C e 5 min. A amostra foi centrifugada a
12000 rpm por 10 min, para obtencdo do pellet que em seguida, foi lavado 2x com 1 ml
de etanol 80% sob centrifugacdo de 14000 rpm por 5 min. A ressuspensdo do pellet foi
feita em 5-20 pl de agua, apés secagem (ndo completa) em temperatura ambiente.
Alternativamente foi utilizado o método com uso do reagente Trizol (Invitrogen), de

acordo com o protocolo do fornecedor.

4.3.4 Sintese de cDNA e RT-PCR para anélise da transcri¢céo do gene L1

A construgdo do cDNA foi realizada a partir do kit SuperScript |1 (Invitrogen). A

uma aliquota de 4ul do RNA previamente extraido e tratado com DNase foi adicionado
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1ul de Random Primers (500ug/ml — Promega). Essa reacdo foi incubada a 70°C por
5min e resfriada no gelo por mais 5. Também foi preparada uma amostra com 0s
random primers adicionados de 4ul de agua livre de nuclease (Promega) como controle
negativo. Adicionou-se a essa solucdo (RNA + Random Primers [5ul]) - 0s seguintes
reagentes (Promega) para sintese do cDNA: 4ul de Improm Il 5x Reaction buffer, 2ul de
MgCl, (25mM), 0,75ul de dNTP (10mM), 1ul de Transcriptase Reversa (Improm Il
reverse transcriptase) e 7,25ul de agua livre de nuclease (Promega). Duas outras
reacOes foram preparadas substituindo-se a solu¢do de RNA + Random Primers por: 5ul
de agua livre de nuclease (Promega) + Random Primers (controle negativo) e uma
apenas com 0s reagentes Promega acima citados (controle da manipulagdo) para se
certificar que ndo houve contaminacdo com DNA em nenhuma etapa na sintese do
cDNA. Essas solucdes foram submetidas a um ciclo de 25°C por 57, 42°C por 60" e
70°C por 15°.

Primers especificos que amplificam uma regido interna do fragmento de L1
(500bp) foram desenhados para a confirmacgédo da presenca do inserto nas construcdes.
Para a reagdo de RT-PCR utilizou-se: 5ul de cDNA, 12,5ul de Master Mix (Promega),
1,5ul do Primer Interno Foward, 1,5ul do Primer Interno Reverse e 4,5ul de agua livre
de nuclease (Promega). Também foi feito um controle negativo sem adicdo de cDNA. O
ciclo utilizado na reacao foi: 95°C por 2°; 30 ciclos de 94°C por 17, 55°C por 1" e 72°C

por 2°; e uma extensao final de 72°C por 5.

4.3.5 Avaliacdo da expressdo de L1 através de Dot Blot

As amostras de extrato intracelular e de sobrenadante (proteinas extracelulares)
dos clones foram dosadas pelo método de Bradford (1976) e submetidas
(aproximadamente 40ug por poco) a uma eletroforese em gel SDS-PAGE (12,5%),
posteriormente corado com Coomassie blue. O protocolo do dot blot foi realizado
através da ligacdo das proteinas intracelulares totais da levedura (0,3-0,9ug) e das
proteina extracelulares (0,3-0,9ug) na membrana de nitrocelulose por 1h; lavagem com
PBS1x por 5 min; blogueio com leite desnatado 2,5% por 40 min; lavagem com PBS1x
por 5 min; adi¢é@o de anticorpo contra a cauda de poli-histidina, fusionada a proteina L1
(Anti-6xHis conjugado a fosfatase alcalina 1 pg/mL diluido 1:20.000 em leite 5%;

Sigma; para 1h de incubacdo a 37°C; trés lavagens com PBS1x-Tween (10 min cada) e
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revelagdo com NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate, toluidine salt) para reagdo com anticorpo Anti-His.

5. RESULTADOS

5.1 Andlise dos transformantes das células de P. pastoris recombinantes
X33/pPICZAaLL1H16

ApoGs a extragdo, os plasmideos oriundos de células de E. coli recombinantes,
foram linearizados (figura 15) por digestdo enzimatica (Sacl) e inseridos por
transformacdo em células de P. pastoris (conforme descrito na metodologia). Clones
foram obtidos apo6s selecdo em placa com antibidtico zeocina e alguns destes, foram

estriados para estoque e novas analises (figura 16).

4,8kb

Figura 15: Digestdo da construcdo com a enzima Sacl. Poco M: marcador de 1 Kb; poco 1: plasmideo

oriundo de célula de E. coli recombinante, linearizado

igural6 . Repiques das coldnias de leveduras eletroporadas com as construgdes pPICZAalL1H16 (1,2,3) e
pPICZAL1H16 (4,5,6) em placaYPDS com 100 pg/mL de Zeocina.
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5.1.1 Analise de integracao das construcoes pPICZAalL1H16 e pPICZAL1H16 ao

genoma da levedura por PCR de Colbnia
A partir da placa de repique foram selecionados 3 clones para cada construcéo

para a confirmagdo da integracdo por PCR de Col6nias (Figura 17). As mesmas foram

adicionadas tanto primers externos, quanto internos para o gene L1H16.

1,8kb

Figura 17: Gel de agarose da PCR de Colonias de P. pastoris. (A) Clones com a construgdo pPICZaL1H16.
(M): Marcador 100bp (Invitrogen); (1, 2, 3 e 4): Tratamento com primers externos para L1H16; (7, 8, 9 e 10):
PCR com primers internos para L1H16; (5 e 6) controles negativos. (B) Clones com a construgado
pPICZAL1H16 pcr com primers AOX: 1500pb do gene + 325pb da regido AOX,

5.1.2 Analise da transcricdo do gene L1 por RT-PCR

Como primeiro passo pra avaliar a expressao do gene L1 nos recombinantes de
Pichia pastoris, a RT-PCR foi realizada com primers internos para a sequencia do gene
amplificando o produto de 500pb esperado (Figura 18).

MW 1 2 3 4 35

S00bp

Figura 18. Gel representativo da andlise da atividade transcricional do gene L1 por RT-PCR a partir de
material proveniente dos recombinantes de P. pastoris X-33/pPICZAaL1H16 (1) (2); pPICZAL1H16 (3)
controle positivo da reagdo (DNA do clone) (4). controle negativo (amostra de RNA pPICZoL1H16 sem
transcriptase) (5) — controle negativo (amostra de RNA pPICZAL1H16 sem transcriptase)
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5.1.3 Detec¢do da producéo da proteina L1 por SDS-PAGE

O lisado total dos clones induzidos para expressao intracelular do gene L1 dos
HPVs 16 em P. pastoris e 0 sobrenadante do clone para expressdo extracelular de L1 do
HPV-16 foram submetidos a uma eletroforese em gel SDS-PAGE (figura 19A), para
verificacdo da integridade das proteinas. No perfil protéico de ambos extratos ndo é
possivel identificar a proteina L1 de interesse. A eficiéncia de inducdo do sistema de
expressdo com células de Pichia pastoris foi confirmada pelo uso de linhagens
controles (figura 19B) que expressam a Beta-Galactosidase (intracelular) e a albumina

sérica humana-HSA (extracelular).
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Figura 19. SDS-PAGE das proteinas dos clones de P.pastoris. Em A, linha 1: ColorBurst Electrophoresis
Marker (Sigma); linhas 2 e 3: Lisados de clones pPICZAL1H16; na linha 7: lisado do controle negativo
pPICZ; nas linhas 8 e 9: sobrenadante de pPICZoL1H16 e controle negativo com vetor sem inserto
pPICZa, respectivamente. Em B, sdo mostrados os controles da expressdo extracelular e intracelular,
linha 10: albumina sérica humana (HSA) expressa pelo controle positivo da expressdo extracelular
GS115/Albumin; linha 11: beta-galactosidase expressa pelo controle positivo da expresséo intracelular
GS115/B-galactosidase; linha 12: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas).

5.1.4 Detec¢do da producéo da proteina L1 por Dot Blot

A producdo da proteina L1 nas células de Pichia pastoris foi detectada atraves
de ensaio de dot blot utilizando anticorpo contra a cauda de polihistidina fusionada a
mesma. Os lisados dos clones de expressdo intracelular mostraram as reacOes

especificas devido a presenca de L1, como mostra a figura 20.

35115
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Figura 20. Dot blot para detec¢do da producéo intracelular de L1. As amostras foram padronizadas para
uma quantidade de 0,9ug (todas as amostras foram aplicadas em duplicata), os quais foram aplicados
sobre a membrana de nitrocelulose. As reacdes especificas com o extrato protéico intracelular dos clones,
demonstrados na figura por a e b confirmam a presenca da proteina L1. Em contraste, no controle
negativo (c), ndo foi observada reagéo.

A producdo extracelular da proteina L1 de HPV16 foi visualizada pelos clones
induzidos em placa deep-well, segundo o ensaio de imunodeteccéo, utilizando o mesmo

anticorpo contra cauda de poli-histidina (figura 21).

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 33 39 40 C-

Figura 21. Screening da expressdo de clones pPICZaL1H16. Dot blot com destaque para sinais mais
intensos, indicando clones com maior poder de express&o.

Ap0s a pré-selecdo de clones em deep well foi realizada nova inducgdo em frasco,
de dois clones (15 e 20) para realizacdo de novo dot blot com o sobrenadante, desta vez,

quantificados pelo método de Bradford (figura 22).
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Figura 22. Dot blot para deteccdo da producdo extracelular de L1. Os sobrenadantes foram dosados e
padronizados para uma quantidade de 0,3ug, os quais foram aplicados sobre a membrana de
nitrocelulose. As reagdes especificas dos dois clones avaliados demonstram a presenca da proteina L1 no
meio extracelular
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6.0 DISCUSSAO

A proposta desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de expresséo da proteina L1 de
HPV-16 em Pichia pastoris, a partir do gene selvagem em vetor integrativo - um
sistema mais rapido, simples e barato de producdo dessa proteina, utilizando os vetores
pPICZA e pPICZAa de expressdo intracelular e extracelular, respectivamente. A
presenca do RNAm de L1 nos clones recombinantes, detectada através da RT-PCR,
demonstrou a transcricdo ativa do gene heter6logo, integrado no genoma de P.pastoris.
A producdo da proteina heterdloga nos clones foi confirmada através do ensaio de dot
blot utilizando anticorpo especifico para a cauda de poli-histidina, fusionada a mesma.

Em Pichia, os extratos protéicos intracelulares possuem um grande nimero de
proteinas nativas da levedura, o perfil protéico extracelular mostra que esta levedura
secreta niveis muito baixos de proteinas nativas, sendo esta caracteristica considerada
vantajosa para a purificacdo de proteinas heterdlogas (Barr et al., 1992). Neste estudo, o
resultado do SDS-PAGE indica pouca degradacdo protéica e a inducdo eficiente do
promotor AOX1, confirmada pela visualizacdo das bandas das proteinas HSA e B-
Galactosidase, produzidas pelos controles da expressdo extracelular e intracelular,
respectivamente. A ndo visualizacdo da banda de L1 em ambas situacGes pode estar
associada ao nivel de expressdo desta proteina pelo sistema. Sabe-se que 0s niveis de
expressao em frascos podem ser tipicamente mais baixos com relacdo aqueles obtidos
quando biorreatores s&o utilizados, nos quais se pode controlar precisamente parametros
como a demanda de oxigénio, concentragdo de metanol e pH (Chen et al, 2004).
Todavia, a funcionalidade dos controles positivos (intracelular e extracelular) utilizados
sob as condic¢des de crescimento em frascos, reforca a hipétese de que o motivo da nédo-
deteccdo das proteinas L1 esteja relacionado a um ou mais eventos incluidos no
processo de expressao do gene heter6logo.

Apesar da levedura Pichia pastoris ser um dos sistemas de producdo heteréloga
mais aplicados para a producdo comercial de véarias proteinas no mundo inteiro (Cregg
et al, 2000), muitas proteinas sdo produzidas com graus de sucesso variaveis. Porém,
alguns experimentos falham em expressar o gene de interesse pelo fato do gene alvo néo
ter sido expresso ou pela expressdo ter ocorrido em niveis baixos, insuficientes para
serem evidenciados por SDS-PAGE (Porro et al, 2005). As razdes pelas quais algumas
proteinas tém niveis de expressdo baixos ou intermedidrios permanecem em estudo.
Para tentar contornar o problema de baixa expressdo, varios trabalhos citam a
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otimizacdo de codons do gene heter6logo através do aumento no contetdo GC e da
substituicdo de cddons raros pelos mais frequentemente utilizados em P.pastoris. No
primeiro caso, a transcricdo pode terminar abruptamente se o DNA tem uma alta
proporcdo de bases AT (Romanos, 1995; Sreekrishna et al, 1997). Em um estudo
relatado por Scorer et al (1993) com relacdo a producdo da proteina do envelope de
HIV-1, o RNAm era truncado quando expresso em P. pastoris, e 0 sitio de término era
semelhante a sequéncia consenso de levedura 5’TTTTTATA. Neste trabalho, a
transcricdo do gene L1 pelos clones recombinantes foi confirmada por RT-PCR, a qual
detectou que muitos dos os clones testados foram positivos quanto a transcricdo de
RNAm de L1.

Varios trabalhos (Byrne et al, 2000; Valencik & McDonald, 2001; Massaer et al,
2001) tém mostrado que a otimizacdo de codons pode melhorar os niveis de expressdo
através da substituicdo de codons raros para traducdo eficiente em P. pastoris. A
otimizac&do de genes resulta em altos niveis de expressdo, de acordo com varios autores,
como Teng et al (2007), que aumentaram em 10 vezes a expressdo do gene -1, 3-1, 4
— glucanase de Bacillus licheniformis e Outchkourov et al., (2002), que aumentaram em
20 vezes a expressdo de equistatina, um inibidor de proteinase da anémona-do-mar
Actinia equine, ambos comparando-se a expressdo do gene selvagem utilizando células
de Pichia pastoris. Desta forma, os baixos niveis de expressdo podem ser uma
consequéncia da diferenca no uso preferencial de cddons em diferentes organismos.
Confirmando esta hipotese Bazan et al., (2009) demonstraram que a expressdo da
proteina L1 do HPV 16 em P.pastoris s6 foi possivel apds a otimizacdo dos cddons.
Trabalhos anteriores também mostram a presenca de fatores inibitérios, identificados
entre os primeiros 514 nucleotideos do gene L1 de HPV 16, que impedem a producéo
da proteina L1 em células de mamiferos (Schwartz, 2000; Collier et al., 2002).

Outro ponto importante a salientar é o uso recente de diferentes promotores que
podem ser mais eficazes na expressdo de determinadas proteinas. Promotores
constitutivos como o GAP e o PGK1 necessitam de glicose como fonte de carbono e
podem atingir niveis de maior expressdo do que aqueles observados com o promotor
AOX1 induzivel (Vassileva et a.l, 2001; de Almeida et al., 2005; Liu et al., 2010).

A confirmag&o da producdo intracelular e extracelular de L1 pelo sistema Pichia
pastoris s6 foi possivel através de um imunoensaio utilizando um anticorpo anti-his
para deteccdo da cauda de poli-histidina (6-his) ligada a proteina. Os resultados
positivos em todas as amostras analisadas sugerem que a levedura foi capaz de
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expressar o gene heter6logo sob inducdo do promotor AOX1. O maior nivel de
expressdo intracelular e extracelular em linhagens recombinantes de P. pastoris foi
obtido por Hasslacher et al., (1997) e Werten et al., (1999) correspondendo a 22g/L e
14g/L da proteina heterologa, respectivamente. Em relacdo a comparacdo entre as vias
de expressdo, muito ainda precisa ser estudado, mas ambas situacGes se mostram como

alternativas viaveis para a producdo de proteinas recombinantes.
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7.0 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho confirmam a possibilidade de uso
do sistema de expressdo com células da levedura P. pastoris para a producdo da
proteina L1 do HPV tipo 16. Nossos resultados também corroboram com dados da
literatura indicando que para alcancar maiores niveis de expressdo sd0 necessarias
algumas otimizacGes, tal como a utilizacdo do codon usage de Pichia pastoris para

otimizacao do gene heterdlogo.
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Abstract
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 HPV types are 16

and 18, however, the Midwestern region of the Brazil presents as the second most
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prevalent type, HPV-33. New vaccine strategies against HPV have shown that virus-like
particles (VLPs) of the major capsid protein (L1) induces efficient production of
antibodies which confer protection against the same viral type. The methylotrophic
yeast Pichia pastoris is an efficient and inexpensive expression system to produce high
levels of heterologous proteins stably using wild type gene in combination with
integrative vector. It was recently demonstrated that P. pastoris can produce HPV-16
L1 protein by use of an episomal vector associated with the optimized L1 gene,
however the use of episomal vector is not appropriate for protein production in an
industrial platform. In the present study, the produced vectors were integrated into
Pichia genome and the results were positive for L1 gene transcription and protein
production, both intracellularly as in the extracellular environment. Despite the great
potential of expression related to P. pastoris system, our results suggest a low yield of
L1 recombinant protein, which does not make this system unworkable, since the
achievement of stable clones containing the expression cassettes integrated in the
genome, allows optimizations that will enable the establishment of a platform for the

production of VLP-based vaccines.

Introduction
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 50% (1). Latin America, Sub-Saharan
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Africa and Asia (South and Southeast) comprise the regions with the highest incidence
(2). Featured in more than 120 types, 16 and 18 are the most prevalent HPV types
responsible for 70% of cervical cancer cases (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 are variations according to region in relation
to the second most frequent type. In the Northeast and Midwest, HPV type 31 and 33
have the higher incidence (5), while in other regions such as Southeast, HPV-18 is the
second most frequent type among cervical cancer cases (6).

Studies indicate that vaccines based on virus-like particles (VLP), built with the
L1 capsid protein, are more effective against infection, because they induce high
neutralizing antibodies titers directed to conformational epitopes of this protein, which
composes 90% of the capsid structure (7). The VLPs can be obtained through the
production of HPV L1 protein in heterologous expression systems using mammalian
cells (8), plants (9), bacteria (10), insects cells (11) and yeasts (12).

The methylotrophic yeast Pichia pastoris is an efficient and inexpensive
expression system  to produce high levels of heterologous proteins. More than 550
proteins have been produced, in this yeast (13), including those used as subunit vaccines
against viruses, such as surface antigen of hepatitis B and glycoprotein D of bovine
herpesvirus (14). Pichia pastoris is the second more used system for heterologous
expression, after the bacteria scherichia coli (15). Several factors contribute to this fact:
the system uses the inducible AOX1 promoter, which encodes the alcohol oxidase 1
gene. The promoter is repressed by glucose and strongly induced by methanol. The
possibility to improve post-translational modifications typically associated with higher

eukaryotes and required for the biological activity of proteins (16) and the easy

58



adaptation for large scale fermentation, until expression levels are remarkable
advantages of this system (17).

It was recently demonstrated the viability of P. pastoris for HPV-16 L1 protein
production by the use of an episomal vector associated with the optimized L1 gene (18).
However, the use of episomal vector is not appropriate for protein production in large
scale in an industrial platform. Since the expression system based on episomal vector is
not ideal for industrial-scale production (19,20) and the expression system based on
Pichia pastoris yeast cells have been used successfully to express different heterologous
genes through integrative vector, and without codon optimization (16), the aim of this
study was evaluate the viability of the expression the wild type L1 gene, from different
human papillomavirus (types 16, 18 and 33) in Pichia pastoris cells using an integrative
vector.

Material and methods
Cloning of the L1 gene of HPV 16, 18 and 33 in expression vectors

The pBR322H16 and pBR322H18 plasmids containing the complete genome of
HPV-16 and 18, respectively, were used for PCR of L1 gene. The HPV-33 L1 gene was
amplified through clinical sample. The primers were constructed based on gene
sequences for L1 of HPV-16, 18 and 33, deposited in databases (GenBank accession
numbers; gi: 27752860, gi: 194272988 and gi: 333049, respectively). The consensus
sequence for translation in yeast (Kozak sequence) was added to the forward primer
sequences as well as
the restriction sites in the 5' end for insertion into pPICZA vector (Kpnl for the primer
sequence of HPV-16 and BstBI for the primer sequences of HPV-18 and 33) and
pPICZoA vector (Kpnl for the primer sequence of HPV-16). In the forward primer for

insertion of the
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HPV-16 L1 gene in pPICZaA vector was not necessary to add Kozak sequence by the
presence of the secretion factor in this vector. The expression vectors were obtained by
the EasySelect™ Pichia pastoris expression Kit, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). The
reverse primers included a restriction site for Sall (HPV-16 primer sequence) and Xhol
(HPV 18 and 33 primers sequences). The stop codon of the L1 gene was removed in
order to promove the link of the poly-histidine (6x-His) tag, present in the vectors (table
1).

The clones in E. coli TOP 10 were obtained by transformation with CaCl, (21)
and selected on Low Salt LB medium (1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl,
2% agar) with zeocin™ (due to the presence of the Sh ble gene in the vectors that
confers resistance to this antibiotic). Confirmation of recombinants was performed by

PCR, restriction enzyme digestion and sequencing.

Transformation of Pichia pastoris

The pPICZL1H16, pPICZL1H18, pPICZL1H33 and pPICZaL1H16 constructs
were linearized with Sacl enzyme to transform the P. pastoris X-33 strain by
electroporation (according to the protocol of multiporador Eppendorf). The pPICZA and
pPICZoA vectors without the L1 gene were also integrated into the X-33 strain in order
to obtain negative controls for the expression of intracellular and extracellular,
respectively. Aliquots of 50, 100 and 200 mL were spread on YPDS plates (1% yeast
extract, 2% peptone, 2% glucose, 1M sorbitol, 2% agar) containing 100 pg/mL zeocin
for incubation at 30°C for 2-3 days. The detection of clones was performed by colony
PCR with the conditions and primers provided in EasySelect™ Pichia pastoris
expression kit. The primers used for detection anneal in the flanking regions of the

insert (AOX1 and a-factor) and can be seen in table 2.

Induction of L1 gene expression in Pichia pastoris cells
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The selected clones were induced together with the positive control strains of the
intracellular (GS115/B-galactosidase) and extracellular expression (GS115/Albumin),
provided in EasySelect™ Pichia pastoris expression kit. The colonies were inoculated
in BMGY (1% yeast extract, 2% peptone, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 1.34%
YNB, 4x10™% biotin and 1% glycerol) to obtain biomass per 16 - 24 h at 28-30°C.
After growth has reached an ODeoo of 10-20, medium with glycerol was removed by
centrifugation for adding BMMY (1% yeast extract, 2% peptone, 100 mM potassium
phosphate, pH 6.0, 1.34% YNB, 4x10°% biotin and 0.5% methanol). In the subsequent
24 hours (until 96 h) methanol (inducer of the AOX1 promoter) was added to achieve a
final concentration of 1% -2%. A number of 40 clones with the pPICZaL1H16
construction and the pPICZaA only (used as a negative control) were induced in deep-
well plate with 1 mL of BMMY medium for 72h for analysis of extracellular
expression. The clones of intracellular expression (approximately 90), as well as the
negative control (with the pPICZA only), were induced (with conditions already
described) in 500 mL flasks containing 50mL of medium. For subsequent analysis of L1
gene expression, samples were taken from cultures every 24 hours, including aliquots of

supernatants and pellets stored at -80°C.

Transcription analysis of the L1 gene

The total RNA extraction from recombinant clones (X33/pPICZL1H16,
X33/pPICZL1H18, X33/pPICZL1H33 and X33/pPICZaL1H16) was performed by
acid-
phenol method (22). The cDNA of the three types of HPVs was synthesized using the
IMPROM-II™ Reverse Transcriptation System from Promega (Madison, WI, USA).
The presence of heterologous gene mRNA in Pichia was detected by RT-PCR with
primers that anneal in the internal sequence of the L1 genes (Table 3), amplifying a

region of 500 bp.
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Detection of L1 protein

The analysis of L1 protein production was performed by comassie stained SDS-
PAGE (12.5%) and by dot blot immunoassay. The intracellular proteins were obtained
by lysis with glass beads and the supernatants, for analysis of extracellular expression,
was obtained by centrifugation of induced culture. The samples were quantified by the
Bradford method (23) and subjected to a dot blot protocol that consisted of: ligation of
protein (0.9 pg) in nitrocellulose membrane for 1h; wash with 1xPBS (50mM potassium
phosphate, 150mM NaCl; pH 7.2) for 5 min; blocking with 2.5% milk for 40 min;
addition of anti-6xHis antibody alkaline phosphatase-conjugated (Sigma) diluted
1:10.000 in 5% milk for incubation at 37°C for 1 h; three washes with 1xPBS-
0,05%Tween (10 min each) and revelation with NTB/BCIP (Sigma).

Results

Cloning of L1 gene for expression in P. pastoris

The constructs named by pPICZL1H16, pPICZL1H18, pPICZL1H33 and
pPICZaLL1H16 were confirmed by PCR (figure 1). The integration of these expression
cassettes into the Pichia genome was verified with primers which anneal to flanking
regions of the cloning site in the vector. The results show (figure 2), that constructs
were successfully inserted in the expression system and that the expression cassettes
were integrated into the Pichia genome. The pattern of amplification shows that were
obtained
clones with the Mut® and Mut® phenotypes, due to a double crossover events
(replacements) and single crossover events (insertions) that can occur in gene insertions

at the AOX1 locus, respectively.

L1 gene expression in Pichia pastoris cells

Transcription analysis by RT-PCR
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After induction of L1 gene expression in all tested clones, total RNA was
extracted for cDNA synthesis and subsequent amplification by RT-PCR. The result was
the expected fragment of 500 bp (figure 3) confirming the transcription of the L1 gene

of the three HPV types in Pichia pastoris cells.

Analysis of L1 protein production

The total lysate of the induced clones (after 96 h) for intracellular expression and
the supernatants of the clones for extracellular expression were subjected to SDS-PAGE
(Figure 4A) to verify the integrity of proteins. In the protein profile of both extracts is
not possible to identify the L1 heterologous protein. The efficiency of induction of the
expression system was confirmed by the use of Pichia control strains (Figure 4B) that
express heterologous proteins such as the beta-galactosidase (intracellular) and the
human serum albumin-HSA (extracellular).

The L1 protein production in Pichia pastoris was detected by dot blot assay
using antibody against the poly-His tag. The lysates of the intracellular expression
clones showed specific reactions due to the presence of L1, as shown in Figure 5.

The dot blot to evaluate the extracellular expression of HPV-16 L1 protein was
based on the screening of many induced clones in deep-well plate for detection of the
more efficient (Figure 6A). After pre-selection, two clones (15 and 20) that showed
intense
reactions, as well as the strain used as negative control were induced in shake flasks.
The culture supernatants quantified by Bradford method for standardization of the
samples were submitted to a new dot blot (Figure 6B).

Discussion

The aim of this study was to evaluate the possibility of expressing the L1 gene of
different HPV types (16, 18 and 33) in Pichia pastoris yeast cells for the production of
the L1 major capsid protein using integrative vectors. The expression of L1 gene was
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confirmed for all three HPV types. The presence of L1 mRNA in recombinant clones,
detected by RT-PCR demonstrated active transcription of the gene integrated into the P.
pastoris genome. The production of heterologous protein in the clones was confirmed
by dot blot assay using specific antibody against poly-Histidine tag.

The integration of pPICZL1H16, pPICZL1H18, pPICZL1H33 and
pPICZaL1H16 expression cassettes in the AOX1 region of P. pastoris genome was
detected. The Pichia recombinants can present phenotypes denominated Mut™ or Mut®
according to the type of vector integration in Pichia (16). In this work all analyzed
clones, except the X33/pPICZL1H33 recombinant, showed the Mut® phenotype. In
contrast, the clone with the HPV-33 L1 gene presented the Mut” phenotype. The choice
of phenotype varies by the type of protein expressed, so there are studies that have been
successful with Mut™ (24) or with Mut® (25), and also those which found no significant
differences. In our work under the conditions of growth and induction performed, there
were no significant differences; however were not realized detailed analysis about this
theme. More elaborated studies are being developed.

The methylotrophic yeast Pichia pastoris has developed into a highly successful
system for the production of a variety of heterologous proteins. However, many proteins
have been produced with varying degrees of success. There are still some failed trials
caused by several factors (26,27), including the target gene not being expressed at all in
the selected expression system and the expression level being too low to be evidenced
by SDS-PAGE or function-based assay because the available characterization method is
inconvenient in practice. The reasons related to different levels of protein expression
remain unknown. According to a study reported by Scorer et al. (28) with respect to
production of the HIV-1 envelope protein, the mRNA was truncated when expressed in

P. pastoris, and the site of termination was similar to the yeast consensus sequence
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(5TTTTTATA). In studies in which AT-rich regions of heterologous genes were
removed, there was an increase in the levels of expression in Pichia (29), confirming
that the high proportion of AT bases in DNA disrupts the gene transcription and
consequently affects protein production. In this study, the L1 gene transcription by the
recombinant clones was confirmed by RT-PCR, which showed that all tested clones
were positive for the transcription of L1 mRNA.

Pichia pastoris has a large number of intracellular native proteins, unlike the low
levels of extracellular proteins which are considered an advantageous characteristic for
the purification of heterologous proteins (30). In this study, the SDS-PAGE indicates
that there was not much protein degradation and that the AOX1 promoter was efficient
induced since the HSA and beta-galactosidase proteins (expressed by Pichia control
strains) were visualized. Failure to visualize the L1 protein in both situations (intra and
extracellular pathways) may be associated with a low expression level. It is known that
levels of expression in shake flasks can be typically lower compared with those
obtained when bioreactors are used, in which parameters such as oxygen demand,
methanol concentration and pH are precisely controlled (31). However, the functionality
of the positive controls (intracellular and extracellular) in this study used under the
conditions of growth in shake flasks, suggests that the reason for the non-detection of
L1 protein may be related to one or more genetic events included in the heterologous
expression.

Some reports have shown that gene codon optimization can improve the
expression levels in P. pastoris, comparing with wild type gene expression. According
to Teng et al. (32), for instance, the optimization of Bacillus licheniformis p-1,3-1, 4-
glucanase gene increased 10-fold the expression in P. pastoris. However, according to

Higgins & Cregg (33), there is a 50-75% probability of Pichia pastoris system to
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produce foreign proteins at a reasonable level without the need of optimizations, such as
the synthesis of the gene using the yeast codon usage. Since 1984 different proteins
have been well expressed in P. pastoris and several studies demonstrate the strong and
intrinsic Pichia ability for expressing heterologous genes without optimizations
(14,26,34).

Bazan et al. (18) demonstrated that, using the episomal vector, the production of
HPV-16 L1 protein in P. pastoris was only possible after codon optimization of the L1
gene. It is known that for a large-scale production, episomal vectors would not be
advantageous, because the transformed yeast can lose these vectors after successive
mitotic divisions because as they are not integrated into the genome and thus can be lost
in the absence of selection pressure. The need of antibiotics for the maintenance of these
clones raises the costs of production and may disagree with the rules imposed by
regulatory agencies (35). So, to be able to produce L1 protein on an industrial scale
(vaccine production) it’s important obtain stably clones expressing L1 gene and a
manner to do this is to use integrative vectors. In addition, the use of an integrative
vector may favor the integration of more than one copy of heterologous gene, which in
many cases increases the protein production (36). This event can occur naturally and is
another advantage of using integrative vectors allowing to obtain clones that
overexpress the desired protein. Confirmation of intracellular and extracellular
expression of L1 protein for the three types of HPVs by Pichia pastoris system was
possible by an immunoassay using a specific antibody to detect the poly-histidine tag
attached to the protein. The positive results in all samples suggest that the recombinant
yeasts were able to express heterologous gene intracellular and extracellularly after the
AOX1 promoter induction. The highest level of intracellular and extracellular expression

by P. pastoris recombinant strains was obtained by Hasslacher et al. (37) and Werten et
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al. (38) respectively and corresponding to 22g/L and 14g/L of heterologous protein.
Regarding the comparison between the pathways of expression, much remains to be
studied, but both situations are presented as viable alternatives for the production of
recombinant proteins.

The data presented allows us to conclude that, although preliminary, the Pichia
pastoris expression system is suitable for L1 protein production from different HPV
types. The use of integrative vectors and the consequent stability of clones make this
heterologous expression system a potential tool that can be subjected to optimization
parameters (use of bioreactor and/or codon-optimization of L1 gene) for achieving
higher levels of the L1 protein and therefore establishing a platform for the production

of VLP-based vaccine.
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Table 1: Primers for amplification of L1 gene of HPV 16, 18 and 33

Forward Primers Sequences
H16Fw 5-GGTACCTCACAATAATGTCTCTTTGGCTGC-3'
H16Rev 5'-GTCGACGAGCTTACGTTTTTTGC-3
H18Fw S-GATTCGAAAAAAATGTGCCACGGGTCC-3'
H18Rev 5-GTCCCTCGAGTTCCTGGCACGTACACG-3"
H33Fw 5 -GATTCGAAAAAATGTCCGTGTGGCGGCCTAG-3'
H33Rev S-TCCCTCGAGTTTTTAACCTTTTTGCG-3'
Hl16o0Fw 5'-GGTACCCTTTGGCTGCCT-3"
Hl6o0Rev 5-GTCGACCAGCTTACGTTTTTTGCG-3’

Underline: sites for restriction enzymes; Bold: Kozak Sequence (for details, see text).

Table 2: Primers for detection of recombinant Pichia clones

Primers Sequences
AOX1Fw 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC- 3’
AOX1Rev 5’-CAAATGGCATTCTGACATCC- 3’
a-FactorFw 5’-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’
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Table 3. Primers for RT-PCR

Primers Sequences Nucleotide position
H16Fw_int 5-GGTCCATTAGGTGTGGG-3' 634-659
H16Rev_int 5-AGCTGTCGCCATATGGTTCTG-3' 1111-1133
H18Fw_int S-ATGGTAGATACTGGATATGGTGC-3" 781-804
H18Rev_int S-CTGCTATACTGCTTAAATTTGGTAG-3" 1255-1280
H33Fw_int 5-GGAACATTGGGGTAAAGGTGTTGC-3' 500-524
H33Rev_int 5'-CCACAGTAACAAATACCTGATTGCC-3'  975-1000

Figure legends

Figure 1. Confirmation of the intra and extracellular constructs for L1 expression by
PCR. In A, amplification of HPV16 L1 gene (1,5Kb) cloned in pPICZa vector. In B, C
and D, HPV16 (1,5Kb), HPV18 (1,7Kb) and HPV33 (1,5Kb) L1 genes, respectively
cloned in pPICZ vector. In all gels, we used the molecular weight marker 1Kb plus

(Invitrogen).

Figure 2. Colony PCR of Pichia recombinant clones. The primers used in this detection
anneal in the AOX1 region, amplifying a fragment of 325pb (in addition to gene) and in
the alpha secretion factor region, amplifying a fragment of 299pb (in addition to gene)
in pPICZA and pPICZa vectors, respectively. Line 1, 1kb plus molecular weight marker
(Invitrogen); line 2, amplicon obtained through the X33/pPICZL1H18 recombinant
(1700bp + 325bp = 2025bp); line 3, an amplicon obtained through the

X33/pPICZL1H33 recombinant (1500pb + 325 bp =1825pb) and an amplicon that
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refers to the AOX1 gene (2200pb) of P. pastoris from its Mut™ phenotype; line 4,
amplicon obtained through the X33/pPICZL1H16 recombinant (1500pb + 325bp =
1825pb); line 5, amplicon obtained through the X33/pPICZoaL1H16 recombinant

(1500pb + 299bp = 1799pb); line 6, negative control (without DNA).

Figure 3. Representative RT-PCR of recombinant clones. Line 1, lambda Hindlll
molecular weight marker (Invitrogen); lines 2 and 3, X33/pPICZL1H33 and
X33/pPICZL1H18 clones, respectively; line 4, X33/pPICZL1H16 clone; line 5,
X33/pPICZalL1H16 clone; line 6, X33/pPICZ clone (empty vector, negative control);
line 7, negative control (without DNA); lines 8, 9, 10 and 11, controls without reverse

transcriptase of all clones.

Figure 4. SDS-PAGE of proteins from P. pastoris clones. Samples of 20uL were loaded
in each well. In A; line 1, ColorBurst Electrophoresis Marker (Sigma); lines 2 and 3,
lysates of X33/pPICZL1H18 clones; lines 4 and 5, lysates of X33/pPICZL1H33 clone;
line 6, lysate of X33/pPICZL1H16 clone; line 7, lysate of the X33/pPICZ clone
(negative control); lines 8 and 9, culture supernatants of X33/pPICZaL1H16 clone and
X33/pPICZa clone (negative control), respectively. In B are shown the positive controls
of extracellular and intracellular expression, respectively; line 10, human serum albumin
(HSA) expressed by the GS115/Albumin control strain; line 11, beta-galactosidase
expressed by the GS115/B-galactosidase control strain; line 12, PageRuler Prestained

Protein Ladder (Fermentas).

Figure 5. Dot blot for detection of intracellular production of L1 protein. The samples

were standardized to an amount of 0.9 pg, which were applied to nitrocellulose
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membrane. The specific reactions with the lysates of clones, shown in the figure by
H16, H18 and H33 confirm the presence of L1 protein of the three viral types. In

contrast, in the lysate of negative control (X33/pPICZ) there was no reaction.

Figure 6. Dot blot for detection of extracellular production of L1 protein. In A,
screening of expression of X33/pPICZaL1H16 clones. In B, the culture supernatants of
clones nominated 15 and 20, as well as the negative control, measured and standardized
to an amount of 0.9 pg.
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Figure 3.
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Figure 6.
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