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Resumo

A prevaléncia dos tipos de papilomavirus (HPV) relacionados ao cancer cervical apresenta
variagdes geograficas. Em todo o mundo, o HPV 16 é mais frequente nos casos de cancer
cervical, seguido do tipo 18. No Brasil, apesar de o HPV 16 ser o tipo predominante, existem
variacgdes regionais importantes com relacdo a outros tipos. O HPV 18 ¢é o segundo tipo mais
frequente nas regides Norte, Sudeste e Sul, entretanto, no Nordeste e Centro-Oeste, ha uma
maior prevaléncia dos HPVs 31 e 33, depois do HPV 16. Uma atencéo especial é necessaria
aos tipos de HPV mais relevantes em determinadas regides, permitindo a inclusdo dessas
vacinas em um amplo e efetivo programa de vacinag¢do. Devido ao custo proibitivo em paises
em desenvolvimento das vacinas disponiveis até entdo, assim como a variacao na distribuicdo
dos tipos de HPV, este trabalho teve como objetivo a expressdo do gene L1 de papilomavirus
humano tipos 18 e 33 em levedura Pichia pastoris. Os genes L1 foram amplificados através
de PCR com enzima de alta fidelidade e clonados no vetor de expressdo pPICZA. Pichia
pastoris foi transformada com as construcdes pPICZL1H18 e pPICZL1H33 e os clones
recombinantes selecionados por resisténcia a Zeocina. A integracdo dos genes foi confirmada
por PCR de coldnia com os primers AOXL1 e os clones transcrevendo RNAm de L1 foram
analisados quanto a producdo da proteina. Os lisados celulares foram usados em ensaios de
dot blot com os anticorpos anti-L1 e anti-His. Todas as amostras testadas apresentaram
resultado positivo, indicando expressdo da proteina L1. Entretanto, nas condicdes utilizadas, o
rendimento da producdo da proteina L1 de HPV foi abaixo do esperado. A otimizagdo em
diversas etapas do processo (0 uso de genes sintéticos otimizados, por exemplo) devera
mostrar-se uma solucdo para a utilizacdo do sistema de células de P. pastoris para a expressao
heter6loga da proteina L1.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, cancer cervical, vacina profilatica.



Abstract

The prevalence of HPV types found in cervical cancer shows geographical variations.
Worldwide, the HPV type 16 is more frequent in cervical cancer cases, followed by type 18.
In Brazil, although HPV 16 is the predominant type in published studies, there are important
regional variations with regard to other types. HPV 18 is the second type in Northern,
Southeastern and Southern regions, however, in Northeastern and Central-Western regions,
there is a higher prevalence of HPVs 31 and 33, instead of type 18. A special attention is
needed to more relevant HPV types in certain populations, allowing the inclusion of these
vaccines in a broad effective vaccination program. Due to the prohibitive cost of vaccines
developed until the moment in developing countries, and because of the variation in HPV
type distribution, this work aimed to express L1 gene of human papillomavirus types 18 and
33 in the yeast Pichia pastoris. L1 genes were amplified through high fidelity PCR and
successfully cloned into pPICZA expression vector. Pichia pastoris was transformed with
pPICZL1H16, pPICZL1H18 and pPICZL1H33 constructions and the recombinant clones
were selected by Zeocin resistance. Colony PCR using AOX1 primers confirmed integration.
Clones that were transcribing L1 mRNA were analyzed for protein production. Protein
extracts were used in dot blot assays with anti-L1 antibody and anti-His antibody. All samples
tested had positive results, indicating L1 protein expression. Nevertheless, with the conditions
utilized, HPV L1 protein yield was below expected. The optimization in various steps (e.g.
use of optimized synthetic gene) must overcome difficulties and successfully express L1
protein in P. pastoris.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, prophylactic vaccine.



Introducéo

O papilomavirus humano (HPV) esta relacionado com a etiologia de alguns tipos de
cancer, principalmente os anogenitais, dentre 0s quais o cancer cervical é o mais frequente e
responsavel por uma alta taxa de mortalidade. A infeccdo por HPV é hoje caracterizada como
uma das principais doencas sexualmente transmissiveis que afligem a populacdo. Estima-se
que 25 a 50% da populacdo feminina mundial esteja infectada, e que 75% das mulheres
contraiam a infeccdo durante algum periodo de suas vidas.

Cerca de 40 tipos de HPV infectam o trato genital. A partir de estudos sobre a
associacdo entre cancer cervical e a infeccdo pelo HPV, 15 tipos foram classificados como
sendo de alto risco. O cancer de colo de Utero é o segundo tipo mais comum de cancer entre
mulheres no mundo, com uma estimativa de aproximadamente 493.000 novos casos
diagnosticados a cada ano e uma taxa de mortalidade de 50%. Cerca de 83% dos casos
ocorrem em paises em desenvolvimento, onde corresponde a 15% dos canceres em mulheres.

O desenvolvimento de vacinas para prevenir infec¢es pelo HPV tem se tornado uma
questdo fundamental. A producdo de uma vacina eficaz contra HPVs oncogénicos reduziria
drasticamente as taxas de incidéncia e mortalidade do cancer cervical. No Brasil, apesar de
estratégias adotadas para ampliar o rastreamento precoce de novos casos de cancer cervical,
os resultados ndo tem sido satisfatorios, pois as taxas de incidéncia e de mortalidade
permaneceram em patamares ainda muito elevados.

Devido as variacGes geogréaficas observadas com relacéo a distribuicao dos tipos virais,
€ necessaria uma atencdo direcionada as necessidades de cada regido. Apesar de 0 HPV 16 ser
0 mais prevalente no Brasil, nas regides Nordeste e Centro-Oeste 0s tipos 31 e 33, juntamente
com o 18, ttm uma importante frequéncia. Assim, o desenvolvimento de estratégias de
vacinacdo deve levar em conta o tipo viral envolvido na patogénese.

Até 0 momento, os resultados mais promissores no desenvolvimento de vacinas
profilaticas empregam particulas protéicas desprovidas do genoma viral, as VLPs (virus-like
particles). As vacinas disponiveis conferem protecdo contra os HPVs oncogénicos 16 e 18,
entretanto 0 custo dessa imunizacdo (sdo necessarias trés doses) ainda é bastante elevado,
além da auséncia de tipos importantes nas regides Nordeste e Centro-Oeste do Brasil.

Nos altimos anos, a levedura Pichia pastoris emergiu como um sistema eficiente e de
baixo custo para a producdo de proteinas heterdlogas. Este microrganismo combina vantagens
da expressédo de células de mamiferos com as de células procariotas, tais como a capacidade
de realizar modificacdes poOs-traducionais e a obtencdo de niveis elevados de expressdo da



proteina recombinante, respectivamente. Os meios para P. pastoris sdo econémicos e bem
definidos, tornando este sistema adequado para producdo de proteinas heter6logas em larga
escala. Alémdisso, é um sistema passivel de ser patenteado para a producédo de VLPs de HPV
18 e 33.

Este trabalho teve como objetivo a producdo da proteina L1 de HPV 18 e 33 em
células da levedura Pichia pastoris, base para a producdo de vacinas profilaticas contra
infeccBes por HPV, agente etioldgico do cancer cervical.



1. Revisdo da Literatura

1.1. Papilomavirus Humano

1.1.1. Classificacdo e prevaléncia dos tipos virais

Recentemente, o0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) considerou que
os papilomavirus pertencem a uma familia taxonémica distinta, Papilomaviridae, e ndo estao
relacionados aos poliomavirus e ao SV40. As comparagdes de sequéncia utilizando-se o gene
L1 de 96 tipos de HPV e 22 papilomavirus animais levaram ao estabelecimento das seguintes
classificagdes: (1) para grandes agrupamentos de tipos de papilomavirus humano (HPV), foi
introduzido o termo “género”. Diferentes géneros compartilham menos de 60% de identidade
da sequéncia de L1; (2) para agrupamentos menores, foi introduzido o termo “espécie”. Essas
espécies compartilham entre 60% e 70% de identidade de nucleotideos. O termo espécie €
reservado para associacdes filogenéticas de multiplos tipos de papilomavirus dentro de um
género que mostra 60-70% de identidade da seqiiéncia de L1 e similaridade bioldgica
consideravel; (3) os tipos de papilomavirus dentro de uma espécie possuem entre 71% e 89%
de identidade da sequéncia de L1. A classificagdo taxondmica dos tipos (diferenca de pelo
menos 10%), subtipos (diferenca de 2 a 10%) e variantes (diferenca de no maximo 2%), é
baseada na sequéncia do gene L1 (de Villiers et al, 2004; Figura 1).

Os dois principais géneros de HPV sdo os géneros Alfa e Beta, com aproximadamente
90% dos HPVs atualmente caracterizados pertencendo a um desses dois géneros. Os HPVs
genitais pertencem ao género Alfa. Mais de 100 tipos de HPV foram caracterizados
molecularmente e aproximadamente 40 tipos sdo capazes de infectar o trato genital (Mufioz et
al, 2006). Os papilomavirus Beta estdo tipicamente associados a infeccGes cutdneas nao
aparentes em humanos, porém em individuos imunocomprometidos e em pacientes com
epidermodisplasia verruciforme hereditaria, os virus podem estar associados ao
desenvolvimento de cancer de pele (Harwood & Proby, 2002; Pfister, 2003). Os HPVs
restantes pertencema trés géneros (Gama, Mu e Nu) e geralmente causam papilomas cutaneos

que ndo progridem para cancer (de Villiers et al, 2004).
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Figura 1. Arvore filogenética dos tipos de papilomavirus. Os semicirculos externos identificam
géneros de papilomavirus (por exemplo, alfa). Os nimeros nos semicirculos internos séo referentes as
espécies (de Villiers et al, 2004).

A associacao 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, pescogo (Syrjanen, 2005) e
pele (Sterling, 2005).

Os tipos de HPV podem ser classificados como de alto ou baixo risco (Tabela 1), de
acordo com o grau de lesdes que induzem (Stanley, 2001). Dados obtidos a partir de estudos
de caso-controle, realizados em diferentes paises, sobre a associacdo entre cancer cervical e a
infeccdo pelo HPV classificou 15 tipos de HPV como sendo de alto risco. Além disso, alguns
tipos foram considerados provavelmente carcinogénicos, devido ao numero pequeno de
pacientes estudados (Mufoz et al, 2003; Baseman & Koutsky, 2005). Essa correlacdo entre
tipos de HPV de alto risco e a formacao de lesbes precursoras e malignas ficou mais evidente
apos os estudos nos quais se identificou a presenca do DNA viral em 84 a 99,7% dos canceres
cervicais (Bosch et al, 1995; Walboomers et al, 1999; Figura 2).

papillomavirus



Tabela 1. Classificacdo epidemioldgica dos tipos de HPV.

Epidemiologia 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

Verrugas comuns
o \

Familia heterogénea: 120 gendtipos

HPV 1 / e 5™ -

cutaneos
— HPV 5 . L
Epidermodisplasia I
—— HPV 47 verruciforme Condiloma
— HPV 8

HPV —

Baixo risco — HPV 6

L—— HPV 11

—— e
de mucosa

outros

] e ia

Alto risco

Cancer de colo, de vulva e anal

Figura 2. Classificacdo dos papilomavirus humanos (adaptado de Denis et al, 2008).

Em todo 0 mundo, o HPV tipo 16 é o mais freqliente em casos de cancer cervical, com
excecdo da Indonésia, onde prevalece o tipo 18 (Bosch et al, 1995; de Boer et al, 2006). No
Brasil, o HPV tipo 16 é também o mais freqlente, seguido pelos tipos 18, 31 e 33. No que se
refere ao segundo tipo mais frequente, existem variagdes de acordo com a regido brasileira.
No Nordeste e Centro-Oeste, os HPVs tipo 31 e 33 sdo 0s que apresentam maior incidéncia
depois do HPV 16, enquanto que nas regides Norte, Sudeste e Sul, o HPV 18 ¢é o segundo

mais freqiiente entre os casos de cancer cervical (Cavalcanti et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994;
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Bosch et al, 1995; Gongalves et al, 1999; Noronha et al, 1999; Lorenzato et al, 2000;
Guimarées et al, 2008).

Apesar da estratificacdo por risco dos tipos de HPV continuar evoluindo, esta claro
que a maioria das infecgOes é auto-limitante e nem todas as infecgdes por HPVs de alto risco
sdo destinadas a progredir (Ho et al, 1998). O que determina se uma infeccdo Unica vai

progredir ou ndo permanece sendo o foco de varios estudos.

1.1.2. Biologia molecular e estrutura do HPV

O HPV é constituido por uma molécula circular de DNA dupla fita com cerca de 8 Kb
e pelo menos oito ORFs (open reading frame ou quadro aberto de leitura), divididas em
precoces e tardias (Figura 3), expressas de RNAs mensageiros policistronicos transcritos a
partir de uma Unica fita de DNA (Stanley, 2001). Estes virus codificam multiplas proteinas
em um genoma muito compacto, e tiram vantagem do splicing alternativo para expressar
diferencialmente essas proteinas de maneira temporal e de acordo com a diferenciacgéo celular
(Zheng & Baker, 2006).

Os genes de expressdo precoce E (Early) codificam proteinas envolvidas na replicacao
e transcricdo do DNA viral e no processo de transformacdo da célula hospedeira. Os genes de
expressdo tardia L (Late) codificam as proteinas L1 e L2 que formam o capsideo viral. Além
desses dois grupos de genes, existe uma regido de controle viral URR (Regido Regulatoria
Upstream), com aproximadamente 850 pb (10% do genoma viral), a qual ndo tem funcdo em
codificar proteina, mas é composta pela origem de replicagdo, assim como sitios de ligacéo de
multiplos fatores de transcricdo importantes na regulacdo de promotores virais tanto precoces
quanto tardios (Stanley, 2001; Bernard, 2002).
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Figura 3. Esquema do genoma do HPV: disposicdo dos genes precoces (E), dos genes tardios
capsidiais (L1 e L2) e da regido de regulaco (URR) [http://www.microbiologybytes.com/virology/
Papillomaviruses.html].

Os genes E1 e E2 possuem importante funcdo de replicacdo viral; suas respectivas
proteinas formam um complexo que se liga a seqiiéncias na origem de replicacdo e agem no
recrutamento de polimerases celulares e proteinas acessorias para mediar a replicacdo. A
proteina E1 também possui atividade helicase, e E2 funciona ainda como regulador do
mecanismo de transcrigdo (Mohr, 1990; Frattini and Laimins, 1994; Conger, 1999).

O gene E4 expressa uma proteina de fusdo com E1, sendo responsavel pelo
rompimento do citoesqueleto, auxiliando na liberacdo do virus da célula hospedeira
(Motoyama et al, 2004). A proteina E5 possui atividade de transformacéo por estimular a
proliferacdo celular, interagindo com proteinas transmembrana, tais como o receptor do fator
de crescimento epidermal (EGFR) e o fator estimulante de colénia (CSF) [Genther et al,
2005].

No epitélio ndo-infectado, a expressdo de proteinas necessarias para a progressdo do
ciclo celular é controlada pela proteina supressora de tumor, pRb. Em células que ndo estdo

em divisdo, pRb (proteina do retinoblastoma) é hipofosforilada no inicio do G1 e se associa
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com membros da familia do fator de transcricdo E2F, formando complexos que funcionam
como repressores de transcri¢do (Doorbar, 2006; Figura 4).

Na presenca de fatores de crescimento, a ciclina D/Cdk4/6 é ativada, o que leva a
fosforilagdo de Rb e a liberacdo do fator de transcricdo E2F, o qual dirige a expressdo de
proteinas envolvidas na progressdo da fase S. p16 regula os niveis de ciclina D/Cdk ativa na
célula, provendo um mecanismo de feedback que regula os niveis de MCM (minichromosome
maintenance protein), PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo celular) e ciclina E. p14*",
cuja expressao e diretamente ligada a de p16, regula a atividade da ubiquitina-ligase MDM
(murine double minute), que mantém p53 em um nivel abaixo daquele requerido para parada
do ciclo celular e/ou apoptose (Doorbar, 2006; Figura 4).

No epitélio cervical infectado por tipos de HPV de alto risco, a progressao através do
ciclo celular ndo é dependente de fatores de crescimento externos, mas € estimulada pela
proteina E7, que se liga e degrada pRb e facilita a expressdo, mediada por E2F, de proteinas
celulares necessarias a entrada na fase S, permitindo a replicacdo dos genes virais (Fehrmann
and Laimins, 2003; McCance, 2005, Doorbar, 2006). Embora os niveis de p16 aumentem, o
feedback normal é ignorado, ja que a proliferacdo celular mediada por HPV ndo € dependente

de ciclina D/Cdk4/6. O aumento nos niveis de p14~"

, que ocorre na auséncia de feedback
mediado por p16, leva a inibicao da funcdo de MDM e a um aumento nos niveis de p53. Isto é
contabilizado pela proteina viral E6, que se associa a ubiquitina-ligase E6AP (proteina
associada a E6) para estimular a degradacdo da proteina p53 e evitar a parada do crescimento
e/ou apoptose (Stubenrauch & Laimins, 1999, Doorbar, 2006). Assim, E6 age como
repressora da apoptose e media a sobrevivéncia de células com danos severos (zur Hausen,
2000).

A meia-vida de p53, de muitas horas, € reduzida para menos de vinte minutos nos
queratindcitos (Hubbert et al, 1992; Huibregtse et al, 1993). Sem a proteina p53 a célula perde
a capacidade de reparar possiveis danos no seu material genético e hA um aumento na
frequéncia de rearranjos, mutagdes e aneuploidias, que acumulados propiciam o

desenvolvimento de uma neoplasia ou cancer (Vousden, 1993).
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Figura 4. Estimulacdo da progressdo do ciclo celular por HPVs de alto risco. A infec¢do por HPV
leva a desregulagdo do ciclo celular. A regulacdo da expressdo protéica no epitélio ndo infectado é
mostrada em (A). Na presenca de HPV de alto risco (B), a regulacdo de proteinas necesséarias para a
proliferagdo celular é alterada, permitindo ao HPV estimular a entrada na fase S nas camadas
superiores do epitélio (adaptado de Doorbar, 2006).

Na doenca cervical de baixo grau, em que 0s niveis de E7 sdo cuidadosamente
regulados, considera-se que a proliferacdo celular mediada por E7 pode algumas vezes ser
inibida como um resultado da associa¢do com p21 e ciclina E/Cdk. Os altos niveis de E7
encontrados em células de céancer cervical devem superar esse bloqueio pela ligagdo e
inativacdo de p21, inibidor de Cdk (Doorbar, 2006).

Estes mecanismos que envolvem as proteinas E6 e E7 sdo apenas a base geral para a
investigacdo e a compreensdo de outros eventos implicados com estas proteinas para o
desenvolvimento carcinogénico. A proteina E7 associa-se a outros supressores de tumor da
familia Rb (p107, p130), a ciclinas (envolvidas na progressdo do ciclo celular) e a histonas
desacetilases que reprimem a transcricdo de genes, como o NOTCH-1, relacionado com a
diferenciacdo de celulas e ativamente expresso no carcinoma cervical (Southern et al, 2000;
Tewari et al, 2000). Ja a proteina E6 altera a transcricdo de genes atraves da interacdo com a
proteina p300 (regula transcricdo via acetilacdo das histonas) e aumenta o tempo de vida
celular, por estimular a atividade de telomerase (Slebos et al, 1995; Figura 5).
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A ativacdo transcricional de hTERT (transcriptase reversa da telomerase humana) leva
a ligacdo da subunidade catalitica no complexo enzimatico telomerase que alonga entdo 0s
telomeros das células epiteliais. Isto resulta na inibicdo da senescéncia dos queratindcitos.
Esse mecanismo € amplificado pela acdo inibitdria indireta de E7 sobre a expressao da
proteina p16, geralmente superexpressa nos estagios terminais de senescéncia (Slebos et al,
1995).

Telomere
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Figura 5. Reativagdo transcricional da subunidade hTERT da telomerase pela oncoproteina viral E6.
A) Na auséncia de E6, as repeticBes teloméricas sofrem uma diminuicdo progressiva. levando a
senescéncia replicativa de células somaticas. B) Na presenca da oncoproteina viral E6, esta se associa
ao fator celular c-Myc no nivel dos E-box do promotor de hTERT (http://dicos.ens-
lyon.frivie/viro/XML/db/bio/viro/metadata/LOM_V05_3D1_Papilloma_Oncogenese.b.xml).

1.1.3. Proteina L1 e estrutura do capsideo

Os monémeros de L1 conttm 12 B-fitas, 6 loops e 5 a-hélices (h1l-h5). Estudos
realizados por Bishop et al (2007) demonstram que as o-hélices h2, h3 e h4 localizadas
proximas a por¢do C-terminal de L1 sdo responséveis pelas interacdes interpentaméricas
requeridas para montagem do capsideo. Caracterizacdes bioquimicas e estruturais de L1
mostram que as a-hélices na regido C-terminal tem papel importante no dobramento e
montagem do capsidio. As a-hélices h2, h3 e h5 sdo essenciais para o dobramento de L1 e
formacdo do pentdmero, enquanto a h4 é indispensavel para montagem do capsidio viral,

devido seu papel na interacdo entre os pentdmeros adjacentes (Bishop et al, 2007a).
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Recentemente, a estrutura cristalogréafica da proteina L1 de quatro tipos de HPV (11,
16, 18, e 35) foi estudada (Bishop et al, 2007b). Em resumo, cinco monémeros sao reunidos
de maneira simétrica para formar o pentdmero com um canal oco no centro, em torno de um
eixo central. Os eixos centrais da cadeia polipeptidica da subunidade adjacente interagem
diretamente, e os loops da superficie apresentam elaborado entrelagamento entre 0s
mondmeros individuais. Os cinco loops expostos na superficie do pentamero — BC, DE, EF,
FG e HI; Figura 6 — constituem a parte da superficie viral que pode ser reconhecida como
epitopos conformacionais do HPV.

Em geral, os arranjos desses loops sdo bastante similares nos quatro tipos. Porém, uma
diferenca estrutural minima no loop de um epitopo, com um desvio espacial de
aproximadamente 2 A, é suficiente para romper a ligagio anticorpo-epitopo. Apesar da grande
homologia na sequéncia das proteinas L1 entre diferentes tipos de HPV e a conservacdo geral
dos pentameros, as estruturas detalhadas do loop na superficie do pentamero sdo amplamente
diferentes por causa de mudangas na composicdo de aminoacidos, assim como insercdes e
delecbes, as quais ndo apenas mudam a composicdo da superficie do epitopo, mas também
afetam a antigenicidade da superficie viral, demonstrando a base molecular para a
especificidade dos anticorpos neutralizantes (Bishop et al, 2007b).

A

Figura 6. Estrutura do pentdmero de L1. A) Elementos estruturais de L1 importantes para a montagem
do pentdmero. Visdo superior de um pentdmero de L1, mostrando as proje¢des laterais de cada um dos
cinco mondmeros (cada um em uma cor diferente) [adaptado de Bishop et al, 2007a]. B) Estrutura
cristalogréfica do pentdmero de L1 de HPV 16, na qual cada mondmero é apresentado em uma cor
diferente para mostrar o entrelagamento dos loops da superficie (adaptado de Bishop et al, 2007b).
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O capsideo viral é icosaédrico, com aproximadamente 55 nm de didmetro. E composto
por 72 pentdmeros (capsdmeros) da proteina L1 (~55kDa), em associacdo com 12 ou mais
copias da proteina L2 (Baker et al, 1991; Modis et al, 2002; Figura 7). L1 possui cerca de 500
aminoacidos (Belnap et al, 1996; Chen et al, 2000), enquanto L2 possui 469 aminoacidos (aa).
Os primeiros 60 aa de L2 ficam dentro do capsideo formado por L1 e ligam-se ao DNA viral,
a sequéncia de 61 a 123 aa estd exposta na superficie do virus e a por¢do C-terminal localiza-

se internamente (Liu et al, 1997).

de L1

A

Figura 7. A) Modelo do capsideo do papilomavirus; B) Estrutura das proteinas capsidiais. Os
pentdmeros de L1 (vermelho) se associam a proteina L2 (verde) que se liga ao DNA viral (cinza)
[adaptado de Liu et al, 1997].

1.1.4. Resposta imune ao HPV e mecanismos de evasao viral

Diferentemente de patdgenos do sangue, como o virus da hepatite B, uma resposta
imune contra 0 HPV precisa ser gerada no sitio de infeccdo. Normalmente, imunidade
protetora contra HPV envolve tanto resposta imune inata quanto adquirida. As respostas
inatas sdo imediatas e ndo especificas, ao passo que células de resposta imune adaptativa
reconhecem antigenos virais especificos.

N&o ha viremia na infec¢do por HPV, e, além disso, particulas virais sdo liberadas da
superficie do epitélio escamoso com pouco acesso a canais vasculares e linfaticos, e a
linfonodos onde as respostas imunoldgicas sdo iniciadas (Stanley, 2008).

Inicialmente, células infectadas por virus sdo lisadas pelo sistema imune inato, e
citocinas produzidas por essas células sdo capazes de amplificar as respostas inata e
adaptativa. A imunidade adquirida é mediada pela atividade de linfécitos B e T. Os linfécitos
T se tornam ativados ao reconhecerem proteinas virais, € produzem citocinas adicionais que

induzem o crescimento e a maturacdo de linfocitos B. Ambas as respostas de linfocitos T e B
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s8o necessarias para uma protecdo efetiva contra o HPV (Figura 8). Um modelo para a relagao
entre as respostas imune inata e adquirida ao HPV e o desenvolvimento de cancer cervical foi

proposto por Einstein (2008; Figura 9).
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Figura 8. Esquema simplificado da resposta imunolégica a infeccdo por HPV (adaptado de Stanley,
2008).

Uma resposta imune adequada a infec¢bes por HPVs genitais é estabelecida na
maioria dos casos, a qual parece ser caracterizada por imunidade mediada por células, forte e
local, associada a regressdo da lesdo e a geracdo de anticorpos séricos neutralizantes. Esses
anticorpos sao gerados na maioria, mas ndo em todos os individuos infectados (Kirnbauer et
al, 1994; Wikstrom et al, 1995; Carter et al, 1995), e sdo direcionados contra epitopos
conformacionais da proteina L1, expostos na superficie externa da particula viral intacta. Os
niveis de anticorpos neutralizantes apos infecgdes naturais por HPV sdo baixos, mesmo nos
momentos de pico (Villa et al, 2005), o que provavelmente reflete a auséncia de viremia e a

producdo de particulas virais nas células epiteliais superficiais (Stanley, 2006).
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Figura 9. Modelo da relagdo entre as respostas imunoldgicas ao HPV e o desenvolvimento de cancer
cervical. A infecgdo por HPV induz uma resposta imune adquirida natural ap6s o reconhecimento de
proteinas especificas do HPV e ativacdo de linfocitos B e T em mulheres que efetivamente eliminaram
0 HPV. Uma resposta imune adequada promove elimina¢do do virus, porém uma resposta inadequada,
ou falha em gerar resposta, promove a persisténcia do virus, o que pode levar ao cancer cervical
(adaptado de Einstein, 2008).

Ainda que com o tempo ocorra reversdo natural de 80% a 90% das infec¢des genitais
por HPV, cerca de 10% a 20% dos individuos desenvolvem infecc¢do persistente. Este grupo
tem alto risco de progressdo a doenca intraepitelial cervical de alto grau e neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) 2/3, condicdo caracterizada (em termos bioldgicos) pela
expressdo das proteinas E6 e E7 de HPV em células em divisdo, instabilidade cromossémica,
e habilidade progressiva em resistir as defesas antivirais do sistema imune, tanto inatas quanto
adaptativas (Stanley, 2008).

Teoricamente, a infeccdo pelo HPV deveria ser detectada pelas células apresentadoras
de antigeno do epitélio escamoso, as células de Langerhans, as quais sdo células dendriticas
intraepiteliais. A entrada do capsideo viral é geralmente um sinal de ativacdo para células
dendriticas, mas existem evidéncias de que as células de Langerhans ndo sdo ativadas pela

entrada dos capsideos (Fausch et al, 2002).
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Os papilomavirus humanos adotaram varios mecanismos que impedem uma resposta
eficiente do sistema imunoldgico e o primeiro destes é o seu proprio tipo de ciclo que nao
provoca lise celular, ou seja, a liberacdo do virus ocorre com a morte programada dos
queratinocitos (descamacao). Deste modo, 0s sinais essenciais para a resposta imune no
epitélio, como a producdo de citocinas pro-inflamatorias que ativam a migragdo das celulas
apresentadoras de antigenos (APCs), sdo ausentes (Kupper & Fuhlbrigge, 2004; Stanley et al,
2006).

A natureza ndo-litica da infeccdo por HPV limita a producdo de antigenos que séo
processados e apresentados ao sistema imune adaptativo. Além disso, o virus codifica apenas
proteinas ndo secretadas (proteinas E), a maioria delas sendo expressas em baixos niveis e
primariamente no nucleo das células infectadas (Crum et al, 1986; Greenfield et al, 1991;
Stoler et al, 1992). A producdo das proteinas do capsideo, imunogénicas, é limitada a camada
externa diferenciada, a qual é liberada pelo epitélio (Cason et al, 1989; Rudolf et al, 1999).

Os HPVs de alto risco interferem na regulacdo da expressao do gene indutivel por
interferon a (Chang & Laimins, 2000; Nees et al, 2001), e as oncoproteinas E6 e E7 de HPV
16 interagem diretamente com componentes das vias de sinalizagéo de interferon, anulando
estas vias (Barnard & McMillan, 1999; Ronco et al, 1998).

A proteina E7 de HPVs de alto risco regula a transcri¢do de genes associados com a
apresentacdo de antigenos e inibe sua funcdo, o que reduz os peptideos virais apresentados na
superficie de células infectadas, e ajuda o virus a escapar da deteccdo por linfocitos T
citotoxicos (Georgopoulos et al, 2000; Kanodia et al, 2007).

Mesmo com alguns mecanismos de escape do sistema imune, a infeccdo pelo HPV
pode ser combatida por individuos imunocompetentes. O tempo necessario para 0
desaparecimento dos tipos de HPV de alto risco, particularmente o0 HPV 16, é de 8-14 meses
em média, consideravelmente maior do que 0s 5-6 meses necessarios para os tipos de HPV de
baixo risco (Franco et al, 1999; Giuliano et al, 2002; Brown et al, 2005).

O tempo desde a infeccdo até a liberacdo dos virions é de aproximadamente trés
semanas, tempo requerido para o queratinocito basal passar pela diferenciacdo completa e
descamacgdo. O periodo entre a infeccdo e o aparecimento de lesdes é altamente varidvel,
podendo ser de semanas a meses (Oriel, 1971), sugerindo que o virus pode efetivamente

esquivar-se do sistema imune.
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1.1.5. Ciclo infeccioso e cancer cervical

Os HPVs sdo virus ndo-liticos que replicam seu genoma no nucleo das células
hospedeiras utilizando a maquinaria celular do hospedeiro. A infec¢do por papilomavirus é
unica por requerer a disponibilidade de células epiteliais epidermais ou de mucosas, as quais
tém capacidade de proliferacdo e seu ciclo de vida produtivo é acoplado ao ciclo de
diferenciacdo das células infectadas do hospedeiro (Kanodia et al, 2007; Figura 10).

A infeccdo inicial ocorre nas células basais, uma camada Unica de células
indiferenciadas, em proliferacdo, que normalmente estdo protegidas por células diferenciadas,
que ndo se dividem. O acesso as células basais ocorre através de microabrasdes causadas por
varias formas de trauma fisico (Stanley, 2001). O receptor para a entrada do virus na célula
ainda é desconhecido, entretanto o heparam sulfato media a ligagdo inicial dos virions as
células (Joyce et al, 1999).

Nas células-tronco epiteliais e em sua progénie, os virus replicam seu DNA
epissomalmente, usando as proteinas virais ndo-estruturais E1 e E2, e a maquinaria de
replicacdo celular. As células em divisdao povoam a camada basal do epitélio. Enquanto as
células infectadas se dividem, 0s genomas virais sdo separados nas células filhas. Uma célula
filha migra para as camadas suprabasais e passa por diferenciacdo, enquanto a outra continua
a se dividir e funciona como reservatorio para a replicagdo viral continua (Kanodia et al,
2007).

A expressdo de E6 e E7 atrasa a parada do ciclo celular e diferenciacdo, normalmente
observados quando as células epiteliais se movem da membrana basal para se tornarem
queratindcitos maduros. Esse atraso na parada do ciclo celular permite uma maior replicacéo
de epissomos virais nas células epiteliais suprabasais, e produz o espessamento da pele (ou

verruga) caracteristico de algumas infeccdes por papilomavirus (Frazer, 2004).
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Figura 10. Localizagdo no epitélio escamoso dos principais estdgios do ciclo de vida do
papilomavirus. Células filhas das células-tronco epiteliais se dividem ao longo da membrana basal e
entdo amadurecem verticalmente através do epitélio sem mais divisdes (lado direito). Apo6s a
introducdo do HPV na camada basal do epitélio, ocorre a expressdo de proteinas virais ndo-estruturais.
Sob a regulacdo dessas proteinas, a populacdo de células em divisdo se expande verticalmente e a
diferenciagdo celular epitelial é atrasada e menos completa. As proteinas virais sdo expressas
seqiencialmente com a diferenciagdo, e virions maduros sdo produzidos apenas nas camadas mais
superficiais do epitélio. As células apresentadoras de antigeno (APCs) estdo esgotadas no epitélio
infectado por HPV (adaptado de Frazer, 2004).

Durante a fase inicial da infeccdo, o HPV esta presente como epissomo, porém na
maioria dos canceres o HPV se integra ao genoma do hospedeiro (Wentzensen et al, 2004). A
integracdo resulta na inativagdo do gene E2 e perda de sua fungcdo em reprimir a transcricao
de E6 e E7, permitindo um acimulo de mudangas genéticas (Stubenrauch & Laimins, 1999).

As lesbes causadas pelos papilomavirus podem ser classificadas em neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) do tipo 1, 2 e 3 (Figura 11A). 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 proporgdo de
infeccdes resulta em displasia de médio e alto grau (NIC-2 e 3, respectivamente). Estas lesdes
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raramente regridem, e se ndo forem tratadas, frequentemente progridem para cancer cervical
(Figura 11B) [Moscicki et al, 2006; Bryan, 2007].

Utero
Cérvix
Vagina

A

Figura 11. Evolucdo da lesdo cervical pré-maligna ao cancer invasivo. A) Esquema do colo uterino
com neoplasia intraepitelial cervical (adaptado de NMA, 2007). B) Esquema do colo uterino normal
(1), com lesdes de baixo grau (2), alto grau (3) e cancer cervical (4) [http://www.hopkinsmedicine.org/
cervicaldysplasia/treatment_1.htm].

1.1.6. Vacinacio profilatica — Virus-like particles

Os virus desenvolveram diversas formas e estratégias de replicacdo para sobreviver e
replicar-se em um ambiente hostil. Porém nem todos os veiculos montados por componentes
virais contém &cidos nucléicos, obrigatdrios para o estabelecimento de infeccdo produtiva.
Essas particulas semelhantes a virus (virus-like particles, VLPs), representando conchas
vazias sdo, contudo, ainda capazes de penetrar em células alvo e considera-se que sdo
liberadas das células infectadas para induzir resposta imunoldgica do hospedeiro. Este
fendmeno foi descrito exaustivamente para células infectadas com o virus da hepatite B, que
produz particulas vazias de 22 nm compostas apenas pelo antigeno de superficie (HBsAQ).
Desde que essas particulas foram isoladas e caracterizadas pela primeira vez (Bayer et al,
1968), o conhecimento rapido e crescente das funcdes e estrutura de VPLs combinado com as
habilidades da engenharia genética mostrou multiplas oportunidades para a exploracdo de
VLPs emvarios campos de biologia molecular (Ludwig and Wagner, 2007).

VLPs tém sido produzidas para mais de 30 virus diferentes que infectam humanos e
outros animais (Noad & Roy, 2003). 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 doengas que séo alvo para
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imunizacdo com VLPs sdo gastroenterites (Tacket et al, 2003), hepatite C (Lechmann et al,
2001) e malaria (Oliveira-Ferreira et al, 2000).

A proteina L1 tém a propriedade intrinseca de automontagem, contendo toda a
informacgédo necessaria para a montagem de capsideos vazios (Kirnbauer et al, 1992; Bishop et
al, 2007a; Figura 12). As interagdes diméricas e triméricas entre 0s monémeros da proteina
L1 dos capsémeros adjacentes sdo importantes para a montagem e estabilidade das VLPs
(Chen et al, 2000; Stehle et al, 1996; Modis et al, 2002). A montagem das VLPs derivadas de
L1 de HPV é reversivel, pois as mesmas podem ser desmontadas e remontadas atraves de
variac6es no pH, forca idnica e potencial redox (i.e., concentracdo de age ntes redutores, como
ditiotreitol) [McCarthy et al., 1998]. Considera-se que a montagem € iniciada pela
dimerizacdo dos capsémeros, seguida da adicdo sequencial e gradativa de capsémeros pré-
formados até que a VLP seja completamente formada (Stehle et al., 1996).

VLPs de L1 sdo similares aos virions do papiloma, tanto em estrutura quanto em
imunogenicidade, e sdo fortes indutores de resposta de anticorpos neutralizantes (Christensen
etal, 1994; Rose et al, 1994; Giannini et al, 2006).

Em junho de 2006, a vacina quadrivalente contra os HPVs 6, 11, 16 e 18 (Gardasil ™)
desenvolvida pela Merck Pharmaceuticals (Villa et al, 2005) foi aprovada pelo FDA (Food
and Drug Administration). Outra vacina, bivalente (Cervarix™, contra HPVs 16 e 18), foi
produzida pela GlaxoSmithKline Biologicals, e esta sob analise pelo FDA. Essas vacinas sao
compostas de VLPs do antigeno capsidial L1, sem DNA (Christensen et al, 1994; Rose et al,
1994; Giannini et al, 2006).

Figura 12. A) Particulas virais; B) Virus-like particles (VLPs) [adaptado de Stanley et al, 2006].

As vacinas de VLPs sdo administradas intramuscularmente, resultando em rapido

acesso aos linfonodos locais, desta forma evitando as estratégias de fuga do sistema imune
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que ocorrem durante o ciclo infeccioso intraepitelial. Além disso, as VLPs sdo bastante
imunogénicas, e ativam respostas imunes tanto inatas quanto adaptativas (Harro et al, 2001).
Em alguns casos, VLPs parecem ndo requerer o uso de adjuvantes para alcancar forte
estimulacdo imune. Os efeitos auto-adjuvantes dessas VLPs sdo inerentes por sua tendéncia
em ter um tamanho adequado para fagocitose pelas celulas dendriticas, para processamento e
apresentacdo pelo MHC (Complexo Maior de Histocompatibilidade) de classe Il, assim como
promover diretamente a maturacdo e migracdo de células dendriticas, essenciais para a
estimulacdo da resposta imune inata (Fifis et al, 2004; Gamvrellis et al, 2004). Um esquema

da producédo de, e vacinacao com VLPs de HPV é mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Representacdo esquematica da producdo de, e vacinacdo com VLPs de papilomavirus
humano (adaptado de Schiller and Davies, 2004).
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1.2. Sistemas de expressao heterologa

A demanda global de proteinas recombinantes tem acelerado constantemente nos
Gltimos vinte anos. Essas proteinas recombinantes tém uma ampla abrangéncia de importantes
aplicacBes, incluindo vacinas e medicamentos para animais e seres humanos, enzimas
industriais, novos materiais e componentes de nanoparticulas para diversas aplicagdes (Lico et
al, 2008). Devido ao grande valor comercial de varias proteinas, encontrar meios para
produzi-las eficientemente e em uma forma funcional tem sido o foco de muitos estudos
(Macauley-Patrick et al, 2005).

A bactéria Escherichia coli tem sido exaustivamente utilizada como hospedeiro
recombinante por varias razdes, incluindo: (1) facilidade de rapida e precisa modificacdo do
genoma, (2) crescimento rapido até altas densidades celulares, (3) facilidade de cultivo em
meios de baixo custo, (4) facilidade de reducdo de atividade protease. E. coli pode acumular
proteinas heterélogas em até 50% de seu peso celular seco (Swartz, 1996). Entretanto, ha
muitas desvantagens, tais como a inabilidade para modificacdes pds-traducionais, presenca de
pirégenos toxicos na parede celular e formagdo de corpos de inclusdo contendo a proteina
heteréloga insolivel e agregada (Demain & Adrio, 2008).

Células de mamifero sdo capazes de modificar compostos heterélogos fielmente de
acordo com um padrdo de mamiferos, entretanto, o procedimento de fermentacdo tem alto
custo e o rendimento € muito mais baixo do que aqueles relatados para diversos sistemas
microbianos. Além disso, células de mamifero sdo alvos potenciais para agentes virais
infecciosos, o que forca um controle rigido de todas as etapas de fermentagédo e purificacdo
(Gellissen et al, 2005).

Células de inseto tém sido bastante utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes. Elas sdo mais faceis de manipular do que células de mamifero, pois
frequentemente ndo requerem soro no meio de cultura ou incubacdo em CO,. Uma das
vantagens desse sistema é de que a modificacdo pos-traducional de proteinas produzidas em
células de inseto € similar aquela de mamiferos. Os sistemas de expressdo baseados em
células de insetos mais usados sdo os que utilizam baculovirus como vetor e 0s que utilizam
linhagens de células transfectadas estiveis. O primeiro sistema apresenta altos niveis de
expressao, no qual as células de inseto séo infectadas por um baculovirus que carrega o gene
de interesse, porém apd6s um pico de expressao as células morrem e sdo lisadas, o que pode ser
prejudicial as proteinas recombinantes produzidas devido a acdo de proteases. No segundo

sistema, a expressao é continua e apresenta niveis de expressao variados. Essas linhagens sao
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obtidas pela transfeccdo das células com plasmideos que carregam o gene de interesse, marca
de resisténcia e promotores reconhecidos pelas células de insetos (McCarroll & King, 1997).

Culturas de tecido vegetal podem ser utilizadas para a producdo de proteinas. Alguns
de seus beneficios sdo a possibilidade de isola-las continuamente do meio de cultura, e a
facilidade do uso de condi¢Oes esteréis. No entanto, outros avangos na producéo e otimizacao
no processamento downstream s&o necessarios para que este sistema se torne comercialmente
praticavel (Gellissen et al, 2005).

A producdo de proteinas heterologas em leveduras permite um processamento mais
similar ao encontrado em células animais, pois o ambiente intracelular da levedura é mais
adequado para a ocorréncia de varias rea¢cGes que normalmente acontecem em células de
mamiferos. Porém, algumas modificagcdes pos-traducionais realizadas em células animais ndo
ocorrem nesses organismos, o que pode alterar a estrutura funcional da proteina. A expressao
heteréloga em leveduras é bem caracterizada e ha varias técnicas de manipulacdo génica
disponiveis, além de possuir a melhor relacio custo/beneficio em eucariotos. E um sistema
ideal para producdo em larga escala de proteinas. Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris
sdo amplamente utilizadas como sistema de expressdo heteréloga (Torres & Moraes, 2002;
Brown, 2003). A Tabela 2 mostra alguns parametros para a escolha de um sistema de

expressao.

Tabela 2. Pardmetros para a escolha de um sistema de expressao (adaptado de Gellissen et al, 2005).

Sistemade  Classificagao Pontes Glicosilagdo Secrecdo Custos de Uso de Custo de Processos Produtos
expressdo dissulfeto fermentacdo  antibidticos  seguranca  desenvolvidos no
mercado
Células de eucarioto sim sim; possivel alto nao alto custo escala sim
mamifero superior tipicamente necessario industrial
semelhante
a humanos
Células de eucarioto sim sim; fucose possivel; moderado nédo baixo escala piloto sim
plantas superior terminal restricOes de necessario custo
tamanho
Pichia levedura sim sim; sem possivel baixo nédo baixo escala sim
pastoris metilotrofica 01,3 manose necessario custo industrial
terminal
Escherichia bactéria (sim), néo secregéo dependente  normalmente baixo escala sim
coli gram- no periplas mica de necessario custo industrial
negativa periplas ma promotor-
baixo a

moderado
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1.2.1. Pichia pastoris

Pichia pastoris € um ascomiceto homotalico, que normalmente encontra-se haploide no
estado vegetativo e multiplica-se por brotamento multilateral (Cereghino & Cregg, 2000;
Gellissen et al, 2005). E uma espécie de levedura metilotréfica, pois é capaz de utlizar metanol
como Unica fonte de carbono (Kurtzman & Robnett, 1998). O primeiro passo no metabolismo
metandlico é a oxidacdo do metanol a formaldeido, pela enzima alcool oxidade (AOX -
codificada pelos genes AOX1 e AOX2, sendo o primeiro, responsavel pela maior quantidade
da enzima na célula), processo em que é gerado perdxido de hidrogénio. Para evitar sua
toxicidade, este inicio do metabolismo ocorre no peroxissomo (Veenhuis et al, 1983).

Na década de 70, a P. pastoris foi utilizada com o intuito de servir como fonte de
alimentagcdo animal, j& que o metanol era uma fonte de custo relativamente baixo (Wegner,
1990). No entanto, a crise do petrdleo inviabilizou a producdo de Single cell protein — SCP
devido ao aumento nos custos de producdo do metanol. A partir de entdo, P. pastoris passou a ser
utlilizada como um hospedeiro para expressdo de proteinas heterlogas. Em 1993, a patente
deste sistema foi passada para a RCT (Research Corporation Technology- Tucson, AZ), e a
Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA) foi licenciada para vender o sistema de
expressao na forma de kit (Macauley-Patrick et al, 2005; Cereghino & Cregg, 2000).

A producéo de proteinas em P. pastoris é baseada na utilizagdo do promotor do gene
AOX1. A expressdo do gene AOX1 é controlada no nivel da transcricdo, e é fortemente
induzida por metanol (Ogata et al, 1969; Tschopp et al, 1987; Cregg et al, 1989). A maioria
dos vetores possuem um cassete de expressdo composto pela seqiiéncia promotora do gene
AOX1 (AOXI1 5’°), um ou mais sitios de clonagem para inser¢do do gene heterdlogo, uma
sequéncia de termino da transcricdo do gene AOX1 e seqliéncias para integracdo no genoma,
para selecéo e secrecdo (Daly & Hearn, 2005).

O vetor comercial pPICZ é um dos mais utilizados para expressao em P. pastoris. Este
vetor apresenta duas sequéncias que possibilitam estratégias diferentes de deteccdo e
recuperacdo da proteina heter6loga produzida. A primeira delas refere-se ao epitopo C-myc,
cuja fusdo a proteina recombinante permite a sua imunodetec¢do por anticorpo anti-myc. A
outra seqiiéncia esta relacionada a cauda de poli-histidina, cujo epitopo C-terminal possibilita
tanto a deteccgdo através do anticorpo anti-His quanto a purificacdo da proteina recombinante
através de cromatografia por afinidade (Torres & Moraes 2002; Invitrogen, 2007).

Os recombinantes podem apresentar diferentes fendtipos de acordo com o tipo de
integracéo do vetor. Existem trés fendtipos quanto a utilizacio de metanol: Mut®, Mut®e Mut’.

O Mut™ (Methanol utilization plus) cresce na mesma velocidade do fendtipo selvagem e
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suporta altas taxas de metanol para cultivo em larga escala. O Mut® (Methanol utilization slow)
possui 0 gene AOX1 interrompido, dessa forma as células contam apenas com o0 AOX2 para o

metabolismo do metanol, o que resulta em uma linhagem de crescimento lento ja que AOX2 é

normalmente menos expresso que AOX1. O Mut (Methanol utilization minus) é inviavel para
crescimento em metanol, pois as linhagens tém ambos os genes AOX deletados (Macauley-

Patrick et al, 2005).

O sistema de expressdo baseado nas células de P. pastoris apresenta caracteristicas
peculiares que exercem algumas vantagens sobre os outros. As suas células podem produzir
grandes quantidades de proteinas, no espaco intracelular ou extracelular; atingem altas
densidades em meios minimos e de baixo custo e realizam modificacdes pds-trasducionais
semelhantes aos mamiferos (Macauley-Patrick et al, 2005). As técnicas requeridas para
manipulagdo genética de P. pastoris sdo similares as descritas para S. cerevisiae. P. pastoris
pode, por exemplo, ser transformada por eletroporacdo, métodos de geracdo de esferoplastos
ou métodos de celula intacta, tais como os que envolvem cloreto de litio e PEG
(polietilenoglicol) [Cregg & Russell, 1998].

O cultivo de P. pastoris pode ser feito em larga escala e os parametros que
influenciam a producéo e atividade da proteina, como pH, aeracdo e quantidade de carbono,
podem ser bem controlados (Higgins and Cregg, 1998). Além disso, esta levedura ndo € uma
forte fermentadora, como Saccharomyces cerevisiae e consequentemente ndo atinge com
rapidez niveis toxicos de etanol e &cido acético para as células (Cereghino et al, 2002). Outra
vantagem € a possibilidade de reprimir a expressdo da proteina heterologa (se for toxica a
célula, em altos niveis) ja que o promotor AOX1 é fortemente reprimido nas células que
crescem com glicose e outras fontes de carbono, sendo induzido cerca de mil vezes quando as
células sdo submetidas a um meio onde o metanol € a Gnica fonte de carbono (Cereghino et al,
2002).

O sistema de expressdo em Pichia pastoris tem sido amplamente utilizado para
producdo de uma grande variedade de proteinas heter6logas de diversos organismos, entre
eles estdo virus, bactérias, fungos, protistas, plantas e animais incluindo o homem, os quais
sdo listados em Cereghino & Cregg (2000) e Macauley-Patrick et al (2005). Entre essas
proteinas destacam-se as usadas como produtos farmacéuticos para humanos, tais como fator
de crescimento ligado a insulina—1 e albumina sérica humana. Destaca-se também a producao
de subunidades vacinais usadas contra viroses, tais como antigeno de superficie do virus da

hepatite B e glicoproteina D do herpes virus bovino (Cereghino & Cregg, 2000).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo a expressdo do gene L1 de HPV 18 e HPV 33 em

células da levedura Pichia pastoris para a producéo de virus-like particles (VLPS).

2.2. Objetivos especificos

- Clonagem do gene L1 de HPV 18 e HPV 33 em vetor de expressdo pPICZA
(Invitrogen);

- Transformacéo da levedura Pichia pastoris com as construcfes obtidas;

- Avaliacgdo da producdo da proteina L1 de HPV 18 e HPV 33.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

3.1.1. Obtencdo do gene L1

O gene L1 de HPV 18 foi obtido através de PCR, a partir do plasmideo pBR322
contendo o genoma completo do virus (clonado a partir de amostra européia); o gene L1 de
HPV 33 foi amplificado a partir de amostra clinica (proveniente do Departamento de
Tocoginecologia da UNIFESP-SP).

3.1.2. Linhagens de microrganismos

Escherichia coli TOP 10 gen6tipo [F” {proAB, laclq, lacZAM15, Tnl0 (TetR)} mcrA,
A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, A-araD139, A(ara-leu)7697,
galU, galK, rpsL(StrR), endAl, nupG] e Pichia pastoris X33 (tipo selvagem) foram obtidas
da Invitrogen Corporation (Califérnia, EUA). Como controle positivo, foi utilizada a Pichia
pastoris GS115 (His’) recombinante contendo o gene L1 de HPV 16 (Coimbra et al, 2007) foi

utilizada.

3.1.3. Solucdes

Solug&o I: Glicose 50mM, Tris-HCI 25mM, EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina)
10mM (estéril); Solucdo I1: NaOH 0,2M, SDS 1%; Solucéo 11I: Acetato de Potassio 5M; PBS
(Tampéo fosfato-salina): Fosfato de potassio 50mM, NaCl 150mM; pH 7,2; Solucdo tampéo
TAE (tris-acetato-EDTA) 10X: Tris base 400mM, acido acético 190mM, EDTA 10mM, pH
7,6; Solucéo tampéo de lise celular: PBS 1X, EDTA 1mM, glicerol 5% (v/v); Solucdo tampéo
de transferéncia: Tris-glicina 1X, SDS 1%, etanol 20%.

3.1.4. Composicdo dos meios de cultura

Luria-Bertani (LB) Low Salt: Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, pH
7,5 (para meio solido, foram acrescentados 15 ¢g/L de &gar); YPD: extrato de levedura 1%,
peptona 2%, glicose 2% (para meio solido, foram acrescentados 20 ¢/L de agar); YPDS:
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extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, sorbitol 1M (para meio sélido, foram
acrescentados 20 g/L de agar); BMGY — Buffered Glycerol-complex Medium (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100mM, pH 6.0, YNB 1,34%, biotina 4x10%,
glicerol 1%); BMMY — Buffered Methanol-complex Medium (extrato de levedura 1%,
peptona 2%, fosfato de potassio 100mM, pH 6.0, YNB 1,34%, biotina 4x10°%, metanol 1%).

3.1.5. Enzimas, kits e marcadores

Foram utilizados enzimas e kits da Promega Corporation (Madison, EUA): Xho |, T4
DNA ligase, vetor pGEM-T Easy, kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, kit Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purifications System. Foram obtidos da Invitrogen Corporation
(Califérnia, EUA): vetor de expressdo em células de Pichia pastoris pPICZA, Xgal, IPTG,
RNAse, dNTPs, Taqg DNA Polimerase, marcador Lambda Hind 111 e Marcador 1 Kb plus, kit
Purification and Quantification PureLink, antibiético Zeocina™. A enzima de restricdo Bst
Bl foi adquirida da New England BiolLabs Inc. (EUA) e a enzima Triple Master DNA
polimerase foi adquirida da Eppendorf (EUA). O marcador Color Burst para eletroforese de
proteinas foi obtido da Sigma (Missouri, EUA).

3.1.6. Géis de agarose

Os géis de agarose utilizados foram preparados na concentracdo de 0,8% em TAE 1X.
As corridas foram realizadas a 5 VV/cm, por 30 minutos. Posteriormente, os géis foram corados

em Brometo de Etideo e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

3.2. Métodos

3.2.1. Construcdo dos vetores de clonagem e expressao

3.2.1.1. Desenho de primers

Os primers foram construidos com base nas seqiiéncias dos genes L1 de HPV 18 e 33,
depositadas em bancos de dados (GenBank acessos (Qi:194272988 e (@i:333049,
respectivamente). Os primers forward foram desenhados de modo a conterem a sequéncia

consenso de leveduras (sequéncia de Kozak) e um sitio de restricdo para BstBI no terminal 5°.
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Os primers reversos continham um sitio de restricdo terminal para Xhol, e o c6don de parada
do gene L1 foi removido para que futuramente houvesse ligacdo a uma cauda de poli-histidina
(6-His). Os sitios de restricdo foram incluidos com a finalidade de direcionar a posterior

clonagem com o vetor de expressdo em Pichia pastoris, pPICZA (Tabela 3).

Tabela 3. Seqiiéncias dos primers utilizados para amplificacdo do gene L1 de HPV 18 e 33.

Seqiiéncia 5°- 3’

L1 HPV 18 Fw GATTCGAAAAAAATGTGCCACGGGTCC
Rev GTCCCTCGAGTTCCTGGCACGTACACG
L1 HPV 33 Fw GATTCGAAAAAATGTCCGTGTGGCGGCCTAG

Rev TCCCTCGAGTTTTTAACCTTTTTGCG

Bases extras para eficiéncia de clivagem; Sitios de restri¢&o; Seqiiéncia Consenso.

3.2.1.2. Extracdo de plasmideo bacteriano pBR322HPV18

O genoma completo do HPV 18 clonado em pBR322 foi transformado em E. coli
DH5a para ser amplificado e posteriormente purificado.

As células bacterianas foram cultivadas em 20 mL de meio LB liquido, contendo
ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C por 16 horas com agitagdo (160 rpm). Apds o
crescimento bacteriano, 1,5 mL da cultura foi transferido para microtubo de 1,5 mL e
centrifugado a 13.000 rpm por 1 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado;
este procedimento foi repetido quatro vezes.

O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 100 pL de solucéo I gelada (Glicose
50mM, Tris-HCI 25mM, e EDTA 10mM) estéril por meio de agitagdo em vortex. A solucgéo |
garante a ressuspensdo das células sem a ocorréncia de lise. Em seguida, foram adicionados
200 pL de solucédo Il recém preparada (NaOH 0,2M, SDS 1%) e misturado gentilmente por
inversao de 4 a 5 vezes. A solugdo Il promove a lise alcalina das células bacterianas, uma vez
que contém detergente e hidréxido de sddio, solubilizantes dos lipideos das membranas das
células. O material permaneceu no gelo por 5 min, e em seguida foi adicionada a solucéao Il1
gelada (Acetato de Potassio 5M), homogeneizando-se completamente por inversdo, para
incubacao por 5 min no gelo. A solucéo 111 é utilizada para a neutralizacdo do pH do lisado e
formacao de duas fases (um precipitado contendo proteinas e DNA cromossémico e uma fase

aquosa correspondente ao DNA plasmidial de interesse).
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O microtubo foi centrifugado (13.000 rpm, 5 min, temperatura ambiente) para que
houvesse precipitacdo do lisado celular e assim ser possivel a remo¢do da fase aquosa. Este
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foram adicionados 2 volumes de etanol
absoluto. Neste ponto a reacdo foi mantida por 2 minutos a temperatura ambiente e entdo
centrifugada a 13.000 rpm por 5 min para precipitacio do DNA. Ao precipitado foi
adicionado 1 mL de etanol 70% gelado. Repetindo-se a centrifugagdo por mais 5 minutos
(13.000 rpm, temperatura ambiente), o sedimento foi posto para secar por 30 minutos na
estufa a 37°C.

O DNA foi ressuspendido em 30 uL de H,O MilliQ contendo RNAse (20 ug/mL) e
incubado por 30 min a 37°C. O produto da reacdo foi submetido a analise em gel de agarose,

sendo posteriormente guardado em freezer a -20°C.

3.2.1.3. Confirmacdo da presenca do genoma de HPV 18 no plasmideo pBR322HPV18

Dois sitios de restricdo da enzima EcoRI flanqueiam a regido onde foi clonado o
genoma de HPV 18. Para confirmar a presenca do inserto, o plasmideo pBR322HPV18 foi
digerido coma enzima EcoRI (37°C, 16 h), e as bandas correspondentes ao vetor e a0 genoma

viral (~7,9 Kb) foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (5 V/cm, 30 min).

3.2.1.4. Amplificacdo do gene L1 de HPV 18 e 33

O plasmideo pBR322H18 e a amostra clinica contendo DNA de HPV 33 foram
submetidos a reaces de PCR com a enzima Taq DNA polimerase comum, para identificagcéo
da temperatura 6tima de anelamento.

Posteriormente, uma reacdo de PCR com enzima Taq polimerase de alta fidelidade
Triple Master (Eppendorf) foi realizada, com temperatura de anelamento de 56°C para o gene
L1 de HPV 18 e 57°C para L1 de HPV 33. O produto de PCR foi analisado através de corrida
eletroforeética (gel de agarose 0,8% em tampédo TAE a 100 V por 30 minutos).

As etapas de purificacdo dos produtos de PCR ocorreram de acordo com as instrugdes
do protocolo do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
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3.2.1.5. Clonagem em vetor pGEM

Os genes L1 de HPV 18 e 33 purificados e o vetor pGEM-T Easy (Promega) foram
usados em uma reacdes de ligacdo na proporcdo de 3:1 (vetor:inserto, respectivamente) na
presenca da enzima T4 DNA ligase (3U/uL, Promega), tampdo 1X da enzima (5 pL, 2X),
vetor (1 pL, 50 ng), inserto (0,6 uL, 85 ng) e H,O (2,4 uL); para um volume final de 10 uL.
A reacdo foi processada a 23°C por 3 horas.

Para transformacao bacteriana com as construcdes pPGEML1H18 e pGEML1H33, uma
reacdo padrao foi preparada previamente contendo 25 uL de tampéo de transformacédo (CaCl,
50mM) e 50 pL de células competentes E coli TOP10. O proximo passo foi a adi¢do do
produto da ligacdo (10 uL) anteriormente citado. Apés incubacdo no gelo por 30 minutos, as
células foram submetidas a um choque térmico a 42°C por 3 minutos e rapidamente
transferidas para o gelo, onde permaneceram por 1 minuto. As células foram submetidas a um
processo de recuperacdo onde foi acrescentado 900 uL de meio LB liquido sem antibidtico
por 45 minutos a 37°C. Os tubos foram centrifugados (5000 rpm, 5 min, temperatura
ambiente) para precipitacdo das células. Parte do sobrenadante foi descartada atraves de
pipetagens, e as células foram plaqueadas em meio so6lido (LB + agar bacterioldgico 1,4%)
contendo Xgal (20 mg/mL), IPTG (40 pg/mL) e ampicilina (100 ng/mL). As placas foram
incubadas a 37°C por 16 horas e posteriormente guardadas no refrigerador até serem
analisadas.

As colbnias brancas foram analisadas por mini extracdo plasmidial (kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purifications System - Promega), e os plasmideos foram submetidos a
digestdes, tanto para confirmagdo da presenca do inserto clonado quanto para a preparagédo
para ligagcdo com o vetor de expressdo pPICZA. As enzimas utilizadas foram Xho I (10 U/uL,
37°C, Promega) e Bst Bl (20 U/uL, 65°C, New England BioLabs). Apds as digestbes, 0s
produtos foram purificados com o Kit Wizard SV Gel and PCR clean-up System diretamente

do gel de agarose, por meio de excisdo da banda correspondente ao gene L1.

3.2.1.6. Clonagem em vetor pPICZA

O produto da ligacdo entre L1H18 e pPICZA, assim como L1H33 e pPICZA (todos
digeridos com as enzimas Bst Bl e Xho 1) foram utilizados em reacbes de transformacéo

quimica em E. coli TOP 10. As células transformadas foram plagueadas em meio solido
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contendo Zeocina™ (25 pg/mL). As coldnias obtidas foram analisadas por mini extragio
plasmidial (kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifications System — Promega). Reacdes de
PCR com primers especificos para L1 de HPV 18 e L1 de HPV 33 foram realizadas a fim de

se confirmar a presenca do inserto.

3.2.1.7. Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado com o método dideoxi de terminacdo de cadeia,
utilizando-se o sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystem, USA). Os vetores de
passagem e de expressdo contendo o inserto foram submetidos a uma reacdo de
sequenciamento utilizando-se primers AOX1: (forward 5’
GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3, reverse 5> GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’) e
primers internos (forward H18 5° ATGGTAGATACTGGATATGGTGC 3’ e reverse H18 5’
CTGCTATACTGCTTAAATTTGGTAG 3’; forward H33 5° GGAACATTGG
GGTAAAGGTGTTGC e reverse H33 5> CCACAGTAACAAATACC TGATTGCC 3’). Os
primers AOX1 anelaram fora da regido do gene de interesse flanqueando-o, e 0s primers
internos anelaram dentro da sequéncia do gene trabalhado, para permitir a verificacdo da

matriz de leitura do inserto com a cauda de histidina.

3.2.2. Transformacédo de Pichia pastoris

Os plasmideos recombinantes pPICZALL foram linearizados por digestdo com Sall
(New England Biolabs) por 4 h a 37°C. Os plasmideos pPICZL1H18, pPICZL1H33 e pPICZ
(vetor vazio) foram usados para transformacdo da linhagem X33 de P. pastoris por
eletroporacao.

Para a preparagdo de células eletrocompetentes, foram realizados 0s seguintes
procedimentos: a levedura P. pastoris (linhagem X33, tipo selvagem) foi cultivada em 10 mL
de meio YPD overnight (pré-inoculo), para posterior crescimento em 500 mL de meio YPD.
Apo6s 24 h (DOgyo = 1,1), as células foram coletadas por centrifugacdo (15009 por 5 mina 4°C)
e lavadas duas vezes com agua destilada estéril e uma vez com sorbitol 1M. A ressuspensdo
foi feita em 1 mL de sorbitol 1M e as células foram mantidas no gelo.

Para a eletroporagédo, 5-10 pg de DNA foram homogeneizados com 80 pL de células

eletrocompetentes através de ressuspensdes. Este material foi transferido para uma cubeta pré-
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resfriada e incubado no gelo por 5 min. A cubeta foi inserida no eletroporador (Multiporator,
Eppendorf) para transformacdo (1500V, 5 ms). Imediatamente ap6s o procedimento, 1 mL de
sorbitol gelado foi adicionado a cubeta. A amostra foi transferida para um tubo de 15 mL
estéril e incubada por 2 h a 30 °C. Aliquotas de 10, 25, 50, 100 e 200 uL foram espalhadas em
placas YPDS contendo 100 pg/mL de Zeocina para incubagédo a 30°C por 2—3 dias.

3.2.3. PCR de colbnia

Uma PCR foi realizada diretamente das col6nias de P. pastoris em placa. Uma coldnia
Unica foi homogeneizada com 24 uL de dgua MilliQ para incubacéo a 65°C, por 2 min. Uma
aliquota de 1 uL foi usada para a reagéo de amplificagdo com os primers AOX1 (10 pmol/uL).
Depois de uma incubacdo a 95°C por 5 min, a Taq polimerase (0.8 U) foi adicionada. A
reacdo consistiu de 30 ciclos (1 min a 95°C, 1 min a 54°C e 1 min a 72°C, com uma extensdo
final de 7 minutes a 72°C). Os primers para amplifiacdo da regido AOX foram Fwd
5’GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ and Rev 5’>CAAATGGCATTCTGACATCC 3°.

3.2.4. Expressdo do gene L1

Os clones Pichia pastoris foram selecionados para testes de crescimento e inducéo da
proteina heterdloga, e a linhagem X-33 transformada com vetor sem inserto foi usada como
controle negativo. As coldnias foram inoculadas em meio BMGY (Buffered Glycerol-complex
Medium) para crescimento por 16-24 h a 28-30°C para producdo de biomassa. O volume de
meio utilizado foi equivalente a 10% do volume total do frasco. Para a inducdo, a cultura
deveria estar em uma DO600 de 20-30. Nesse momento, o material foi submetido a
centrifugacdo (3000g, 5 min, temperatura ambiente) para que 0 meio com glicerol pudesse ser
removido, e as células foram ressuspendidas em meio BMMY (Buffered Methanol-complex
Medium). A indugéo durou 96 h, com adicdo de metanol (concentragéo final de 2%) a cada 24
h. Antes da adicdo de metanol, um volume de 1mL era centrifugado e os pellets estocados a -

80°C, para analises subsequentes.
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3.2.5. Anédlise da transcricédo do gene L1

Os pellets dos clones induzidos, estocados a -80°C, foram usados para extracdo de
RNA total pelo método fenol acido, de acordo com Schmitt et al, 1990. A sintese de cDNA
foi realizada com 1pg-lug de RNA, 0,1ug de oligoDT (Promega) e H,O MilliQ, em um
volume final de 5uL para incubacgdo a 70°C por 5 min, e posteriormente incubagdo no gelo
por 5 min. Em seguida, foram adicionados tamp&o de reagéo (1x), MgCl, (3mM), RNAsin (20
U), DNTP (0,5mM) e Transcriptase Reversa (5U) para incubacdo a 42°C, por 1 hora, e 70°C,
por 15 min. A amplificacdo por RT-PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase / Transcriptase
Reversa), usando-se 2 uL de cDNA, tampéo de reacdo (1x), dNTP (0,08mM), MgCl, (1mM),
Taq DNA polimerase (2,5U), primers internos (15 pmol cada) e H,O MilliQ, para um volume
final de 25 uL. Os primers usados foram desenhados com base na sequéncia interna do gene

L1, resultando em um produto de amplificagdo de 500 pb.

3.2.6. Andlise da expressdo da proteina L1

Os clones positivos para transcricdo do gene L1 foram inoculados para uma nova
analise de inducdo do gene e producdo da proteina recombinante por eletroforese de proteinas
e dot blot. O crescimento e a indugdo ocorreram sob as mesmas condigdes descritas no item
3.2.4. Uma versdo modificada (com relacdo ao volume utilizado) do método de Bradford
(1976) foi utilizada para a determinagdo da concentracdo protéica. As proteinas (40 ug por
poco) foram submetidas a uma eletroforese em gel SDS-PAGE (12,5%), e coradas com
Coomassie blue. O protocolo do dot blot foi realizado da seguinte maneira: ligacdo das
proteinas intracelulares totais da levedura (0,9 ug) na membrana de nitrocelulose por 1h;
lavagem com PBS por 5 min; bloqueio com leite desnatado 2,5% por 40 min; lavagem com
PBS por 5 min; adi¢do de anticorpo (Anti-His conjugado a fosfatase alcalina 1 pg/mL diluido
1:20.000 em leite 5%; Sigma; e Anti-L1 CAMVIR-1, 1 ug/mL; Chemicon International), para
1h de incubacéo a 37°C; trés lavagens com PBS-Tween (10 min cada); adicdo de anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (apenas para ensaio com Ac Anti-L1) e revelacdo com
NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine
salt) para reacdo com anticorpo Anti-His. O dot blot com Anti-L1 foi revelado apés adicdo do
crombégeno TMB (tetra metil di-hidrocloreto de benzidina, Sigma, USA) dissolvido em

metanol e adicionado de tampéo citrato pH 4,0 e H,0,, ap6s incubacdo por 1 hora a 65°C. A



38

reacdo foi observada apds 15-20 min, no escuro e interrompida por lavagem da membrana

com agua destilada.

3.2.7. Purificacio e dialise das proteinas

O extrato protéico foi purificado através de coluna de niquel com o Ni-NTA Spin Kit
(Qiagen), para facilitar a deteccdo da proteina L1. As amostras foram eluidas em tampao com
alta concentracdo (8M) de uréia, o que interfere nas analises imunoldgicas. O material

purificado foi submetido a uma dialise e liofilizacdo para realizacdo de novos testes.
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4. Resultados

4.1. Construcéao dos vetores

4.1.1. Obtencdo do genoma de HPV18

A extracdo foi efetuada e a construcdo plasmidial de 12,2 Kb correspondente ao vetor
pBR322 (4,2 Kb) mais o inserto (genoma viral — 8 Kb) foi obtida com sucesso (Figura 14).
Para obtencdo do genoma do virus, a banda de 8 Kb foi excisada e purificada a partir do gel
de agarose.

8000 pb
4361 pb 4200 pb

2322 pb
2027 pb

Figura 14. Extracdo e digestdo de plasmideo pBR322H18. Poco 1: marcador lambda Hind I1l, pogo 2:
genoma HPV 18 (8000 pb) e pBR322 (4200 pb).

4.1.2. Amplificacdo do gene L1 de HPV 18

Apos a digestdo e confirmacdo da presenca do genoma viral de HPV 18 nos clones, o
material foi submetido a uma amplificacdo com primers especificos. O resultado da

amplificacao foi uma banda de 1,7 Kb correspondente ao gene L1 (Figura 15).

1700 pb

Figura 15. PCR do gene L1 de HPV 18 com polimerase de alta fidelidade. Pogos 1-3: gene L1 de
HPV 18; poco 4: Marcador molecular 1 Kb plus.



40

4.1.3. Amplificacdo do gene L1 de HPV 33

O gene L1 de HPV 33 foi amplificado a partir do DNA viral presente em amostra

clinica positiva para HPV 33. O resultado da amplificacdo foi uma banda de 1,5 Kb
correspondente ao gene L1 (Figura 16).
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1650 pb
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Figura 16. PCR do gene L1 de HPV 33 com polimerase de alta fidelidade. Poco 1: gene L1 de HPV
33; poco 2: Marcador molecular 1 Kb plus.

4.1.4. Ligacdo e transformacdo bacteriana com as construcdes pGEML1H18 e pGEML1H33

Trés clones pPGEML1H18 (colbnias 2, 4 e 5; Figura 17A) e seis clones pPGEML1H33
foram obtidos, dos quais trés sdo mostrados na Figura 17B.

3000 pb

2000 pb
—— 1650 pb

B

Figura 17. Extracdo plasmidial das colbnias clonadas com os plasmideos pGEML1. A) pGEML1H18.
Poco 1: pPICZA (3,3 Kb) foi utilizado como controle; pocos 2, 3 e 5: pGEM com inserto L1H18; po¢o
4: controle negativo (vetor sem inserto). B) pGEML1H33. Pocos 1-3: pGEM com inserto L1H33,
poco 4: controle negativo (vetor sem inserto); pogo 5: Marcador molecular 1 Kb plus.

O procedimento de subclonagem de L1 no vetor de expressdao pPICZA foi realizado
subsequentemente a analise dos clones pGEML1H18 e pGEML1H33 por meio de
sequienciamento com os primers L1 Forward e L1 Reverse.
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4.1.5. Anélise das construcoes pPICZAL1H18 e pGEML1H33

O gene L1 extraido foi amplificado, purificado e digerigo com as enzimas BstBl e
Xhol. Paralelamente, o vetor pPICZA também foi digerido com as mesmas enzimas apos

extracdo e purificacdo (Figura 18).

3000 pb
2000 pb

4361 pb 3300 pb 1650 pb
2322 pb
2027 pb 1700 pb

A B

Figura 18. A) Purificacdo de pPICZA e L1 HPV 18 digeridos com BstBI / Xhol. Pogo 1: marcador
lambda Hind IlI; poco 2: pPICZA digerido; poco 3: L1 HPV 18 digerido. B) Purificacdo de L1 HPV
33 digerido com Bst Bl / Xho I. Pogo 1: L1 HPV 33 digerido; pogo 2: Marcador molecular 1 Kb plus.

Foram obtidos aproximadamente 20 possiveis clones com a construcdo
pPICZAL1H18 (Figura 19A) e 11 possiveis clones pPICZAL1H33, dos quais dois séo

mostrados na Figura 19B.

3000 pb ——

2000 pb ——
1650 pp ——

A

Figura 19. A) Extragdo das colénias clonadas com pPICZAL1H18. Poco 1: Marcador 1kb Plus
(Invitrogen); pogos 2-11: construcdo pPICZAL1H18; pogo 12: controle positivo (clone BPV1). B)
Extracdo das colénias clonadas com pPICZAL1H33. Poco 1: Marcador Lambda Hind Il1; pogos 2 e 4:
construcdo pPICZAL1H33; pocos 3 e 5: pPICZA sem inserto; poco 6: controle positivo (clone BPV1).

As colbnias obtidas foram analisadas também por meio de digestdo enzimatica, PCR
(primers L1 Forward e L1 Reverse; Figura 20); e sequenciamento (primers AOX1 5’ e AOX1
3%).
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1500 pb

Figura 20. Confirmac&o da clonagem no vetor de expressdo pPICZA por PCR. A) PCR da construcao
pPICZA com o gene L1 de HPV 18. Poco 1. Marcador 1kb Plus (Invitrogen); pocos 2-8: gene L1
HPV 18. B) PCR da constru¢cdo pPICZA com o gene L1 de HPV 33. Pogo 1: Marcador 1kb Plus;
pocos 2-3: gene L1 HPV 33; poco 4: Controle positivo; pogo 5: controle da reacéo.

4.2. Transformagao da levedura Pichia pastoris e analise dos recombinantes

4.2.1. Extracdo plasmidial

Aproximadamente 5-10 ug/ul de DNA dos clones com as construgdes pPICLIH18 ¢
pPICL1H33 foram linearizados com a enzima Sacl (Figura 21A). O material linearizado foi

purificado e concentrado (Figura 21B).

4361 pb —|

2322 pb
2027 pb

B

Figura 21. Linearizacdo do DNA para transformacdo em Pichia pastoris. A) Pocos 1 e 2:
pPICZAL1H18 digerido com Sacl; pogo 3: pPICZAL1H18 nao digerido; poco 4: Marcador Lambda
Hind I11; pogos 5 e 6: pPICZAL1H33 digerido com Sacl; pogo 7: pPICZAL1H33 ndo digerido. B)
Pogo 1: Marcador Lambda Hind I11; pogo 2: pPICZAL1H18 digerido com Sacl apos purificacéo e
concentracdo a VAcuo; poco 3: pPICZAL1H33 digerido com Sacl apds purificagdo e
concentracao a vacuo.
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4.2.2. Eletroporacdo

A analise dos clones foi feita por crescimento em placas YPDS com 100 pg/mL de
zeocina (Figura 22), e PCR de colbnia (Figura 23; Linder et al, 1996).

Figura 22. Placas com Pichia pastoris transformadas por eletroporacdo com as construgdes
pPICZAL1H18 e pPICZAL1H33, respectivamente.

3000 bp
2000 bp
1650 bp

Figura 23. PCR de colbnia utilizando-se primers AOX1, que amplificam o gene de interesse mais um
fragmento de aproximadamente 300pb. Pogo 1: Marcador 1kb Plus (Invitrogen); poco 2: recombinante
X33/pPICZL1H18, com o tamanho esperado do gene de interesse clonado no pPICZA (1700pb +
300pb = 2000pb); poco 3: recombinante X33/pPICZL1H33, mostrando o produto de 1800bp (1500bp
+ 300bp) e o gene selvagem AOX1 (2200pb); pogco 4: controle positivo, recombinante
GS115/pPICZL1H16 (1500pb + 300pb = 1800pb); poco 5: controle de reacdo (sem DNA).

Analisando-se os recombinantes, pode-se concluir que nos pogos 2-4 o inserto esta
presente, e que 0s recombinantes dos pogos 2 e 4 sdo MutS, ja que o gene AOX1 selvagem
nao esta presente.
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4.3. Inducéo da expressdo do gene L1

4.3.1. Analise de transcricdo do gene L1 nos transformantes

Com o intuito de avaliar a presenca de RNA mensageiro e consequentemente
confirmar a ocorréncia de transcricdo do gene L1 (integrado no genoma) de HPV 18 e 33, 0
RNA total foi extraido (ponto 120h de inducéo do gene L1) para realizagcdo de uma RT-PCR.
Trés transformantes HPV 18 e trés transformantes HPV 33 foram analisados, e dois de cada
apresentaram um fragmento de aproximadamente 500 pb referente ao gene L1, amplificado
do cDNA obtido com a transcri¢cdo reversa. O transformante controle (pPICZA/X-33) foi
negativo para amplificacdo do produto de 500 pb (Figura 24).

Para descartar a possibilidade de contaminacdo das amostras de RNA total com DNA
gendmico da levedura, uma reacdo de transcricdo reversa sem a transcriptase reversa foi
realizada para todas as amostras. A PCR realizada com este material foi negativa para a
deteccdo do produto referente ao gene L1 em todas as amostras.

4361 pb

2322 pb
2027 pb

564 pb

Figura 24. RT-PCR dos recombinantes P. pastoris. Poco 1. Marcador Lambda Hindlll (New England
Biolabs); pocos 2-3: clones X33/pPICZL1H18; poco 4: clone X33/pPICZL1H33; pog¢o 5: X-
33/pPICZA (controle negativo, vetor sem inserto); poco 6: controle de reacdo (sem DNA); pocos 7-9:
controles sem transcriptase reversa. O tamanho dos produtos da RT-PCR para o gene L1 é de 500pb.

4.4. Andlise da producdo da proteina L1

4.4.1. Avaliacdo da expressdo da proteina L1 através de gel SDS-PAGE

O lisado total dos clones P. pastoris foi submetido a uma eletroforese em gel SDS-

PAGE, para verificacdo da integridade das proteinas, assim como a presenca de L1, proteina
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de interesse. A figura 25 mostra que ndo ocorreu degradacgdo das proteinas, entretanto a banda

correspondente a proteina L1 (~55 kDa) ndo pdde ser visualizada.

60 KDa
45 KDa

Figura 25. Andlise por eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE do lisado total dos clones P.
pastoris (40 pg/pogo). Poco 1: Marcador Color Burst Electrophoresis (Sigma). Pocos 2-8: lisados
celulares de: clones X33/pPICZL1H18 (2-3); clones X33/pPICZL1H33 (4-5); clone
GS115/pPICZL1H16 (6); vetor sem inserto X33/pPICZ, controle negativo (7); GS115 tipo selvagem,
controle negativo (8). A lise celular foi realizada ap6s inducdo com metanol. A figura mostra que ndo
ocorreu degradacdo das proteinas, entretanto a banda da proteina L1 (~55 kDa) ndo pdde ser
visualizada. Gel SDS-P AGE (12.5%), corado com Comassie blue.

4.4.2. Purificacdo e didlise das proteinas

Apos a purificacdo e dialise das proteinas, muito pouco material pdde ser recuperado,
e parte deste foi utilizada para quantificacdo pelo método de Bradford. O dot blot foi realizado
com apenas uma das amostras, o qual funcionou, porém a reacdo foi bastante fraca.

4.4.3. Avaliacdo da expressao da proteina L1 através de Dot Blot

Dois clones positivos quanto a transcricdo de L1 de cada tipo de HPV (18 e 33) foram
analisados quanto a expressao da proteina recombinante. Os extratos protéicos foram usados
em ensaios de dot blot com anticorpo anti-L1 (CAMVIR-1) e anticorpo anti-His (figura 26).
Todas as amostras testadas tiveram resultado positivo, indicando expresséo da proteina L1.
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Figura 26. Dot blots utilizando-se os anticorpos anti-L1 (CAMVIR-1) e anti-His foram realizados
para verificar a expressao da proteina L1 de HPV 18 e 33, a qual tem uma cauda de poli-histidina C-
terminal. As proteinas totais foram extraidas dos clones P. pastoris e dos controles negativo (P.
pastoris X33 transformada com o vetor sem inserto) e positivo (HPV 16) apds indugdo com metanol.
As amostras foram diluidas e 0,9 ug de proteina foram aplicados na membrana. O dot blot com o
anticorpo anti-L1 foi revelado por reacdo de peroxidase, enquanto o dot blot com anticorpo anti-His

foi revelado por NBT/BCIP.
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5. Discussao

O HPV é a principal causa de cancer cervical no mundo. A infeccdo pelo
papilomavirus, sua disseminacdo e progressdo para cancer cervical sdo estreitamente
relacionados a fatores socio-econdmicos. Das 274000 mortes causadas por cancer cervical a
cada ano, mais de 80% ocorrem em paises em desenvolvimento, e a estimativa é de que essa
proporgédo aumente para 90% em 2020 (Parkin et al, 2006).

Atualmente, as vacinas aprovadas para uso em humanos sdo baseadas em VLPs de
HPV 16, 18, 6 e 11, deixando de fora pelo menos 13 tipos oncogénicos de HPV, responsaveis
por quase 30% dos casos de cancer cervical (Gasparic et al, 2007). Além disso, o custo dessas
vacinas ainda é proibitivo para a maioria da populagdo nos paises em desenvolvimento.
VariagOes geograficas na distribuicdo dos tipos de HPV devem ser consideradas para a
tomada de decis@es corretas referentes a satde publica. No Brasil, os HPVs tipos 31 e 33 tém
uma frequéncia relevante nas regides Nordeste e Centro-Oeste (Cavalcanti et al, 1994; Eluf-
Neto et al, 1994; Gongalves et al, 1999; Noronha et al, 1999; Lorenzato et al, 2000;
Guimardes et al, 2008), assim, o desenvolvimento de vacinas mais adequadas a essas regides é
necessario para o controle do cancer cervical.

Muitos sistemas de expressdo tém sido utilizados para a producdo da proteina L1 de
HPV, como leveduras (Sasagawa et al, 2005; Woo et al, 2008), células de mamiferos (Plesa et
al, 2003), plantas transgénicas (Liu et al, 2005) e células de inseto (Kirnbauer et al, 1993;
Volpers et al, 1994; Liao et al, 2008).

A levedura Pichia pastoris tem ganhado ampla aceitagdo como um hospedeiro para a
producdo de proteinas heterélogas, o que pode ser exemplificado pelo fato de um grande
nimero de proteinas sintetizadas neste microrganismo estarem sendo testadas para uso como
farmacos. P. pastoris ndo adiciona manoses terminais com ligacGes al,3, as quais acredita-se
serem responsaveis pela natureza hiperantigénica de proteinas recombinantes, tornando-as
inadequadas para uso terapéutico (Daly & Hearn, 2005; Torres & Moraes, 2002). Neste
trabalho, células de Pichia pastoris foram usadas para a producdo heteréloga da proteina L1
de HPV 18 e 33.

A transcricdo pode ser terminada se 0 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, 0 RNAm era truncado quando expresso
em P. pastoris, e 0 sitio de término era semelhante & sequéncia consenso de levedura
S’TTTTTATA. Em vérios estudos onde regibes ricas em AT dos genes heterdlogos foram

retiradas, observou-se um aumento nos niveis de expressdo em P. pastoris (Outchkourov et al,
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2002; Gurkan and Ellar, 2005; Boettner et al, 2007; Su et al, 2007). Neste trabalho, a transcricdo
do gene L1 pelos clones recombinantes foi confirmada por RT-PCR, a qual confirmou que
todos os clones testados foram positivos quanto a transcricdo de RNAm de L1. Como nesse
teste os primers utilizados amplificam uma regido de 500 pb, ha ainda a possibilidade de ter
havido um término precoce da transcricdo. Aumentar a propor¢cdo de bases GC no DNA é
uma estratégia que pode ser utilizada para melhorar os niveis de expressao.

Para detectar a presenca da proteina L1 no extrato intracelular total da levedura, géis
SDS-PAGE foram corridos com diversas concentragdes de proteina, entretanto, a banda
esperada (55-58-KDa) ndo pdde ser visualizada. Uma questdo importante é que a integridade
das proteinas foi verificada. O grande nimero de proteinas nativas na levedura, associado a
um possivel baixo nivel de expressdo, pode ter impedido a visualizacdo da banda no gel.

Para verificar se houve alguma produgéo da proteina L1, mesmo ndo sendo possivel a
confirmacao por eletroforese de proteinas, analises por dot blot foram realizadas utilizando-se
um anticorpo anti-his para deteccdo da cauda de poli-histidina (6-his) ligada a proteina, e o
anticorpo anti-L1 de HPV16 (CAMVIR-1), com resultados positivos em todas as amostras
testadas. O anticorpo CAMVIR-1 identifica um epitopo linear em L1 de HPV 16, reagindo
fortemente também com HPV 33. A regido reconhecida pelo anticorpo é bastante conservada
entre diferentes tipos de HPV (Mclean et al, 1990). Nos clones de HPV 18, também foram
observadas reag0es positivas, entretanto menos intensas, provavelmente resultado de reagédo
cruzada devido a essa conservacao na sequéncia de aminoacidos.

Western blots com os mesmos anticorpos citados acima foram realizados com as
amostras positivas nos ensaios de dot blot. Nenhum deles mostrou resultados satisfatorios
mesmo apos alteracdes no procedimento, incluindo a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose e as concentracdes de proteinas testadas. Levando-se em conta 0s
anticorpos especificos que deram resultados positivos nos dot blots, é possivel que a falha em
detectar a proteina no western blot esteja ligada a alguma degradacdo protéica quando
submetida a lise com pérolas de vidro, ou a um baixo nivel de expressao do gene heterélogo,
limitando a sensibilidade da técnica.

A levedura metilotrofica Pichia pastoris se tornou um sistema de expressdo bastante
utilizado para a producédo de diversas proteinas heterélogas (Cregg et al, 2000). Entretanto,
muitas proteinas tém sido produzidas com graus de sucesso variaveis. Alguns experimentos
falharam por causa de varios fatores (Cregg et al, 2000; Porro et al, 2005), incluindo o gene
alvo ndo tendo sido expresso no sistema selecionado e 0s niveis de expressao sendo muito
baixos para serem evidenciados por SDS-PAGE. As razdes pelas quais algumas proteinas tém

niveis de expressao baixos ou intermediarios permanecem nao evidentes.
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Quanto as condi¢Bes de cultivo, diversos parametros podem ser otimizados, como
temperatura, concentracdo de metanol, pH, entre outros. A utilizacdo de frascos aletados
permite maior aeracdo do meio, sendo uma medida simples que pode ser adotada para uma
melhora dos resultados. Embora a expressdo de proteinas heter6logas em P. pastoris possa ser
realizada com sucesso em culturas em frascos, 0s niveis de espressdo sdo tipicamente mais
baixos com relacdo aqueles obtidos quando fermentadores sdo utilizados, nos quais se pode
controlar precisamente a demanda oxigénio, além de outros parametros.

VLPs de HPV em contato com superficies de membranas ou submetidas a
procedimentos de dialise apresentam uma tendéncia a agregacdo, além de uma afinidade a
superficies como polipropileno e vidro. Durante a manipulacdo do material, esse problema
pode ter ocorrido, acarretando em perda de proteina. Segundo Shi et al (2005), a introducédo
de surfactantes ndo idnicos nas solugdes aquosas de VLPs de HPV evita a agregacéo,
proporcionando uma estabiliza¢do das VLPs.

Diversas publicacGes (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 substitui¢do de codons raros, para traducdo eficiente em P. pastoris. A otimizacdo 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 B-1, 3-1, 4 — glucanase de Bacillus
licheniformis e Outchkourov et al (2002), que aumentaram em 20 vezes a expressao de
equistatina, um inibidor de proteinase da anémona-do-mar Actinia equine, ambos
comparando-se a expressao do gene selvagem em células de Pichia pastoris.

Fatores inibitorios foram identificados entre os primeiros 514 nucleotideos no gene L1
de HPV 16, os quais evitam a producdo da proteina L1 por causa de sua acdo no RNAm.
Esses elementos sdo capazes de reduzir a expressdo do gene L1 a niveis indetectaveis em
células de mamiferos (Collier et al, 2002; Schwartz, 2000). A inativacdo dessas sequéncias
resulta em altos niveis de producdo da proteina L1 quando comparado a expressdo do gene
selvagem (Collier et al, 2002). E possivel que ocorra uma situacdo semelhante quando da
expressdo em P. pastoris, problema que poderia ser contornado com a otimizagdo de cédons
para eliminagdo de elementos inibitorios.

Diversos fatores influenciam a producdo de biomassa e a expressdo de proteinas
heterdlogas, os quais devem ser avaliados para que uma otimizacao do sistema seja realizada,

de modo a aumentar a expressdo da proteina L1 de HPV 18 e 33 em células de P. pastoris.
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6. Conclusdes

Os dados apresentados neste trabalho mostram que nas condigbes utilizadas, o
rendimento da produgdo da proteina L1 de HPV foi abaixo do esperado, sendo que a
otimizacdo em diversas etapas do processo (0 uso de genes sintéticos otimizados, por exemplo)
devera mostrar-se uma solucéo para a utilizacdo do sistema de células de P. pastoris para a

expressdo heteréloga da proteina L1.
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Abstract

The prevalence of HPV types found in cervical cancer shows geographical variations.
Worldwide, the HPV type 16 is more frequent in cervical cancer cases, followed by type 18.
In Brazil, although HPV 16 is the predominant type in published studies, there are important
regional variations with regard to other types. HPV 18 is the second type in North, Southeast
and South regions, however, in Northeast and Center-West regions, there is a higher
prevalence of HPVs 31 and 33, instead of type 18. Due to the prohibitive cost of vaccines
developed until the moment in developing countries, and because of the variation in HPV
type distribution, this work aimed to express L1 gene of human papillomavirus types 16, 18
and 33 in the yeast Pichia pastoris. L1 genes were amplified through high fidelity PCR and
successfully cloned into pPICZA expression vector. Pichia pastoris was transformed with
pPICZL1H16, pPICZL1H18 and pPICZL1H33 constructions and the recombinant clones
were selected by Zeocin resistance. Colony PCR using AOX1 primers confirmed integration.
Clones that were transcribing L1 mRNA were analyzed for protein production. Protein
extracts were used in dot blot assays with anti-L1 antibody and anti-His antibody. All samples
tested had positive results, indicating L1 protein expression. The data presented in this work
confirm the viability of the P. pastoris cells system to heterologous production of L1 HPV
protein, a natural candidate for a vaccinal strategy against infection. A special attention is
needed to more relevant HPV types in certain populations, allowing the inclusion of these
vaccines in a broad effective vaccination program.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, Pichia pastoris expression system,

prophylactic vaccine.
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Introduction

Human papillomaviruses (HPVs) are a large group of small, nonenveloped, double-stranded
DNA viruses (Pfister, 2003). Over 100 HPV types have been characterized molecularly and
about 40 types are able to infect the genital tract (Mufioz et al, 2006). The high-risk types are
associated with the development of anogenital cancers including those of the cervix, while
infections by the low-risk HPVs induce only benign genital warts. The high-risk types include
HPV 16, 18, 31, 33, and 45, while the low-risk types are HPV 6 and 11 (Singer et al, 1995).
Because of the overwhelming burden of cervical cancer in developing countries, it is the
second most common cause of cancer among women worldwide (Munoz, 2003), with
approximately 450,000 newly diagnosed cases each year and a 50% mortality rate (Parkin,
2006; Lowndes, 2006).

The prevalence of HPV types found in cervical cancer shows worldwide geographical
variations (Bosch et al. 1995). Worldwide, the HPV type 16 is more frequent in cervical
cancer cases, followed by type 18. In Brazil, although HPV 16 is the predominant type in
published studies, there are important regional variations with regard to other types. HPV 18
is the second type in North, Southeast and South regions, however, in Northeast and Center -
West regions, there is a higher prevalence of HPVs 31 and 33, instead of type 18 (Cavalcanti
et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994; Bosch et al, 1995; Goncalves et al, 1999; Noronha et al,
1999; Lorenzato et al, 2000; Guimaré&es et al, 2008).

Purified native L1 protein assembles into virus-like particles (VLPs), which induce
neutralizing B cell responses (Breitburd et al, 1995; Kirnbauer et al, 1996; Balmelli et al,
1998; Rose et al, 1998). VLPs offer a promising approach to the production of vaccines
against many diseases, because their repetitive, high density display of epitopes is often
effective in eliciting strong immune responses (Fifis et al, 2004). Both linear and
conformational epitopes have been identified on the surface of HPV L1 VLPs (Christensen et
al, 1990), and it is now well established that conformational epitopes are responsible for the
activity of neutralizing antibody (Christensen et al, 1994; White et al, 1998; White et al,
1999). L1 VLP-based vaccines are highly protective against infection corresponding to the
papillomavirus type used to derive the immunogen, but are ineffective against all but the most
closely related HPV types (Harper et al, 2006; Paavonen et al, 2007). One of the complexities
associated with the manufacture of the currently available licensed HPV vaccines is the need
to include L1 VLPs from multiple HPV genotypes to protect against the 15 known oncogenic
HPV types (Roden et al, 2006).

Pichia pastoris, a methylotrophic yeast, is an efficient host for recombinant protein
production. The increasing popularity of this particular expression system can be attributed to
several factors (Sreekrishna et al, 1997; Hasslacher et al, 1997; Hollenberg and Gellissent,
1997), such as the simplicity of techniques needed for the molecular genetic manipulation of
P.pastoris, the ability of P.pastoris to produce foreign proteins at high levels, many
eukaryotic posttranslational modifications, and the commercially available expression system
(Liuetal, 2004). The success of the Pichia system is linked to the strong tightly regulated
alcohol oxidase (AOX1) promoter by methanol (Tschopp et al., 1987). Compared with other
eukaryotic systems, P. pastoris yeast can be grown on minimal nutrients and can be used to
express large quantities of proteins that are not easily obtained from E. coli, and adapted for
high cell density fermentation (Cregg et al., 1993; Chauhan et al., 1999; Files et al., 2001),
which makes this system attractive for the production of heterologous proteins (Ning et al,
2005).

Due to the prohibitive cost of vaccines developed by Merck e Co. Inc. and GlaxoSmithKline
Biologicals in developing countries, this work aimed to express L1 gene of human
papillomavirus types 16, 18 and 33 in the yeast Pichia pastoris and evaluated the L1 protein
production.
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Material and Methods

Enzymes, Plasmids and Strains

Restriction endonucleases, T4 DNA ligase and Tag DNA polymerases were obtained from
New England Biolabs. The pBR322H16 and pBR322H18 plasmids containing the whole
genome of HPV-16 and 18, respectively, were used to obtain L1 HPV-16 through PCR. HPV
33 L1 gene was amplificated through clinical sample (plasmids and clinical sample were
gently given by Dr. Stocco). The pGEM-T easy (Promega, Madison) was used as cloning
vector for PCR products. Expression vector pPICZA, purchased from Invitrogen, contains the
5’ AOX1 promoter region induced by methanol and the 3’AOXI1 transcription terminators, as
well as the Sh ble gene to Zeocin (Invitrogen) resistance. Escherichia coli TOP 10 and Pichia
pastoris GS115 (His’) and X33 (wild-type) were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA).

Media composition

Media for E. coli and P. pastoris are described in the Pichia Expression Kit Manual
(Invitrogen): Low Salt LB medium (1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl, pH 7.0);
YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose); YPDS (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
glucose, 1M sorbitol); BMGY - Buffered Glycerol-complex Medium (1% yeast extract, 2%
peptone, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 1.34% YNB, 4 x 10-5% biotin and 1%
glycerol); BMMY - Buffered Methanol-complex Medium (1% yeast extract, 2% peptone,
100mM potassium phosphate/pH 6.0, 1.34% YNB, 4 x 10°% biotin, 0.5% methanol).

Construction of integrative vectors

The primers were constructed based on sequences deposited in GenBank. The forward
primers (H16 Fw: 5> GGTACCTCACAATAATGTCTCTTTGGCTGC 3’; HI8 Fw: 5’
GATTCGAAAAAAATGTGCCACGGGTCC 3’; H33 Fw: 5’
GATTCGAAAAAATGTCCGTGTGGCGGCCTAG 3’) were designed to contain the yeast
consensus Kozak sequence and a restriction site for Kpnl (HPV 16) and BstBI (HPVs 18 and
33) inthe 5” terminal. The reverse primers (H16 Rev: 5’
GTCGACGAGCTTACGTTTTTTGC 3°; H18 Rev: 5’
GTCCCTCGAGTTCCTGGCACGTACACG 3’;RevH33 5’
TCCCTCGAGTTTTTAACCTTTTTGCG) contain a terminal Sall (HPV 16) and Xhol (HPVs
18 and 33) restriction site and the downstream stop codon was removed in order to have an
attached 6 His-tag. L1 genes were amplified with a high fidelity Tag DNA polymerase (Triple
Master, Eppendorf, USA), purified (kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System — Promega,
Madison, USA) and cloned into pPGEM-T Easy vector, through transformation with CaCl:
(Sambrook et al, 1989). The clones were growth in LB media and selected by ampicilin
resistance. Clonings were confirmed through PCR, enzyme digestion and sequencing.
pGEML1 constructs and pPICZA were digested with enzymes described above. After
purification, vector and insert were submitted to a T4 DNA ligase reaction, followed by
chemical transformation in E. coli TOP 10. Clonings were confirmed through L1 PCR,
digestion with restriction enzymes and sequencing with AOX1 primers.

Transformation of P. pastoris
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The pPICZALL recombinant plasmids were linearized by digestion with Sall (New England
Biolabs) for 4 hat 37°C. pPICZL1H16 was used to transform the GS115 P. pastoris strain by
lithium chloride method (Gietz and Schiestl, 1996; modified version). pPICZL1H18,
pPICZL1H33 and pPICZ (empty vector) were used to transform the X33 P. pastoris strain by
electroporation (according to Eppendorf’s protocol). Aliquots of 10, 25, 50, 100 and 200 pL
were spread on YPDS plates containing 100 pg/mL Zeocin for incubation at 30°C for 2—3
days.

Colony PCR and analysis of the Mut* and Mut® phenotypes of P. pastoris recombinants

PCR was made directly from plate colonies. A single colony was mixed to 24 uL of MilliQ
water for incubation at 65°C, 2 min. A 1uL aliquot was used to amplification reaction with
AOX1 primers (10 pmol/uL). After 5 min incubation at 95°C, Taq polymerase (0.8 U) was
added and 30 cycles were run as follows: 1 min at 95°C, 1 minat 54°C and 1 min at 72°C,
with a 7 min final extension at 72°C. Primers used for AOX region amplification were Fwd
5’GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ and Rev 5’>CAAATGGCATTCTGACATCC 3’
(Pichia Expression Kit Manual, Invitrogen). The amplification products were analyzed by
0.8% agarose gel electrophoresis.

L1 gene expression

Pichia pastoris clones were selected for fermentation tests, and the GS115 and X-33 strains
without insert were used as negative controls. The colonies were inoculated in the BMGY —
Buffered Glycerol-complex Medium to grow for 16-24 hours at 28-30°C for biomass
production. The volume of medium used was equivalent to 10% of the total flask volume. For
induction, the culture should be at a DO600: 20-30. At this stage, the medium with glycerol
was removed by centrifugation (3000xg, 5 min, room temperature) and cells were
resuspended in BMMY - Buffered Methanol-complex Medium. The induction was continued
for 96h with methanol addition every 24h to a final concentration of 2%. Everyday a volume
of 1mL was centrifuged and pellets stored at -80°C, for later analysis.

Analysis of L1 transcription from P. pastoris recombinants

The pellets of induced clones, stocked at -80°C, were used for total RNA extraction by phenol
acid method, according to Schmitt et al, 1990. cDNA synthesis was carried out with 1pg-1ug
RNA, 0.1pgoligoDT 15 (Promega) and MilliQ H,0, to a final volume of 5uL, for incubation
at 70°C 5 min, and onice, for 5 min. Then, it was added the reaction buffer (1x), MgCl,
(3mM), RNAsin (20 U), DNTP (0.5mM) and Reverse Transcriptase (5U) for incubation at
42°, for 1 hour, and 70°C, 15 min. The amplification was made by RT-PCR (Reverse
Transcriptase / Polymerase Chain Reaction), using cDNA (2 uL), reaction buffer (1x), dNTP
(0.08mM), MgCl, (1mM), Tag DNA polymerase (2.5U), internal primers (15 pmol each) and
MilliQ H,0, to a final reaction volume of 25 pL. The primers (H16 Fw: 5’
GGTCCATTAGGTGTGGG 3’; H16 Rev: 5> AGCTGTCGCCATATGGTTCTG 3°; H18 Fw:
5" ATGGTAGATACTGGATATGGTGC 3’; HI8 Rev: 5°
CTGCTATACTGCTTAAATTTGGTAG 3’; H33 Fw: 5’
GGAACATTGGGGTAAAGGTGTTGC 3’; H33 Rev: 5’
CCACAGTAACAAATACCTGATTGCC 3”) used were constructed based on an internal
sequence of the L1 gene, resulting in a 500 bp amplification product.
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Analysis of protein expression

The positive clones for L1 gene transcription were inoculated for a new analysis of induction
and expression of recombinant protein by protein electrophoresis and dot blot. Growth and
induction were conducted under the same conditions described in previous item. A modified
version of the Bradford method was used to determine protein concentration (Bradford, 1976).
Proteins (40 pg per well) were run on SDS-PAGE (12.5%) gel electrophoresis and stained
with Coomassie blue for checking the protein profile and quality of protein extraction of wild
P. pastoris yeast cells and its recombinants. Dot blot protocol consisted of these steps:
ligation of protein (0.9 pg) in nitrocellulose membrane for 1h; wash with PBS (50mM
potassium phosphate, 150mM NaCl; pH 7.2) for 5 min; blocking with 2.5% milk for 40 min;
wash with PBS for 5 min; addition of antibody Anti-His alkaline phosphatase-conjugated
(Sigma-Aldrich), diluted in 5% milk or Anti-L1 CAMVIR-1 (Chemicon International),
diluted in PBS 1X for incubation at 37°C, 1 h; three times wash with PBS-Tween (10 min
each), addition of a secondary antibody, peroxidase-conjugated (only for Anti-L1 assay) and
revelation with NTB/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride / 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate, toluidine salt) for Anti-His antibody reaction. Anti-L1 antibody dot blot assay was
revealed with tetramethylbenzidine dihydrochloride (TMB) substrate (Sigma-Aldrich) for 15
to 20 minutes in the dark. Color development was stopped by rinsing the membrane with
distilled water. Results were recorded photographically while the membranes were wet.
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Results

P. pastoris expression vectors

HPV 16, 18 and 33 L1 genes were amplified through high fidelity PCR from plasmid pBR322
(HPV 16 and 18) and clinical sample (HPV 33). The PCR products were cloned into pGEM-T
easy vector. L1 genes were excised from pGEM constructs through Kpnl / Sall (HPV 16) and
BstBI /Xhol (HPVs 18/33) digestion to insertion into pPICZA, digested with the same
restriction enzymes. Clonings were confirmed through PCR, enzyme digestion and
sequencing. HPVs 16, 18 and 33 L1 genes were successfully cloned into pPICZA expression
vector and the final constructions were called pPICZL1H33, pPICZL1H18 and pPICZL1H33.

Screening of Pichia pastoris recombinants and analysis of the Mut* and Mut®
phenotypes

Pichia pastoris was transformed with pPICZL1H16, pPICZL1H18 and pPICZL1H33
constructions and the recombinant clones were selected by Zeocin resistance. Colony PCR
using AOX1 primers confirmed gene integration, and also indicated Mut™ (X33/pPICZL1H33)
and Mut® (X33/pPICZL1H18, GS115/pPICZL1H16) P. pastoris phenotypes (figure 1).

3000 bp
2000 bp
1650 bp

Figure 1. Colony PCR using AOX1 primers, which amplifies the gene of interest plus a
fragment of approximately 300bp. Lane 1: 1 Kb plus molecular marker (Invitrogen). Lane 2:
X33/pPICZL1H18 recombinant, with the expected size of our gene of interest cloned into
pPICZA (1700bp + 300bp = 2000bp). Lane 3: X33/pPICZL1H33 recombinant, showing the
1800bp (1500bp + 300bp) product and the wild-type AOX1 gene (2200bp). Lane 4:
GS115/pPICZL1H16 recombinant (1500bp + 300bp = 1800bp). Lane 5: reaction control
(without DNA). Analyzing the P. pastoris recombinants, it can be seen that lanes 2-4 contain
insert, and that the recombinants in lanes 2 and 4 may be Mut® as there is no wild-type AOX1.

Analysis of HPV L1 transcription
After methanol induction, total RNA from recombinant P. pastoris cells was extracted for

analysis by RT-PCR. A 500 bp cDNA fragment from L1 gene was observed (figure 2),
indicative of active L1 gene transcription in all clones tested.



67

4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Figure 2. RT-PCR of P. pastoris recombinants. Lane 1. Lambda Hindlll Molecular Marker
(New England Biolabs). Lanes 2-3: X33/pPICZL1H18 clones. Lane 4: X33/pPICZL1H33
clone. Lane 5: X33/pPICZ (empty vector, negative control). Lane 6: Reaction control (without
DNA). Lane 7: 100bp Molecular Marker (Promega). Lanes 8-10: Controls without reverse
transcriptase. The length of the RT-PCR product for L1 gene is 500bp.

Analysis of protein expression

Clones that were transcribing L1 mRNA were analyzed for protein production by SDS-PAGE,
Dot Blot and Western blot.

SDS-PAGE

SDS-PAGE using total protein extract from P. pastoris was conducted to evaluate the quality
of extraction of proteins, and the samples protein profile. Although the protein profile shows

no sign of degradation the L1 protein band (~55 kDa) could not be evidenced by SDS-PAGE
gel electrophoresis (figure 3).

60 KDa ——

45 KDa ——

Figure 3. SDS-PAGE analysis of the P. pastoris clones total cell lysate (40 ug/lane). Lane 1:
Color Burst Electrophoresis Marker (Sigma). Lanes 2-8: cell lysates from: X33/pPICZL1H18
clones (2-3); X33/pPICZL1H33 clones (4-5); GS115/pPICZL1H16 clone (6); X33/pPICZ
empty vector, negative control (7); GS115 wild type, negative control (8). Cell lysis were
performed after methanol induction. The figure shows that protein degradation did not occur,
but the L1 protein band (~55 kDa) could not be visualized. SDS-PAGE gel (12.5%) was
stained with Comassie blue.

Dot-Blot
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Protein extracts were used in dot blot assays with anti-L1 antibody (CAMVIR-1) and anti-His
antibody (figure 4). All samples tested had positive results, indicating L1 protein expression.

H16 H18 H33 C-

¥\/ '\\/ - Anti-L1 antibody

H16 H18 H33 C-

\,

RN i / \ iy |
'.;: / ) (/ } }Anti-Hisantibody

Figure 4. Dot blots using anti-L1 antibody (CAMVIR-1) and anti-His antibody were
performed to verify the expression of HPV 16, 18 and 33 L1 proteins, which have a C-
terminal 6-histidine tag. The total proteins were extracted from the P. pastoris clones and
negative control (P. pastoris X33 transformed with the empty vector) after methanol
induction. Samples were diluted and 0.9 pg were applied on the membrane. Dot blot with
anti-L1 antibody was revealed with TMB, and dot blot with anti-His antibody was revealed
with NBT/BCIP.

Western Blot

Western blots were made with the positive samples in dot blot, with anti-His and CAMVIR-1
antibody. None of these showed satisfactory results even after optimizing the procedure,
including the transfer of proteins to the nitrocellulose membrane and protein concentrations
used (data not shown).
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Discussion

HPV is the main cause of cervical cancer worldwide. The papillomavirus infection, its
dissemination and progression to cervical cancer are close related to socio-economic factors
Of 274,000 deaths due to cervical cancer each year, more than 80% occur in developing
countries, and this proportion is expected to increase to 90% by 2020 (Parkin and Bray, 2006).
Currently, the vaccines approved for use in humans are based on high risk HPVs 16 and 18
VLPs, leaving out at least 13 oncogenic HPV types responsible for almost 30% of all cases of
cervical cancer (Gasparic et al, 2007). Moreover, the cost of these vaccines is still prohibitive
for the majority of the population in developing countries. Geographic variations in the HPV
type distribution should be considered to right public health decisions. In Brazil, HPV types
31 and 33 have an important frequency in the Northeast and Central West regions, so the
creation of vaccines more suitable to these regions is necessary to control the cervical cancer.
There are many expression systems that have been used to express HPV L1 protein such as
recombinant baculovirus (Kirnbauer et al, 1993; Liao et al, 2008), transgenic plant (Liu et al,
2005), yeast (Sasagawa et al, 2005; Woo et al, 2008), mammalian cells (Plesa et al, 2003) and
insect cells (Volpers et al, 1994). In the present work, we used Pichia pastoris cells for
heterologous production of HPV 16, 18 and 33 L1 protein.

The P. pastoris expression system has gained acceptance as an important host for the
production of foreign proteins, as illustrated by the fact that a great number of proteins
synthesized in P.pastoris have been tested for use as pharmaceuticals. As an eukaryote, P.
pastoris have many advantages of eukaryotic expression systems, such as protein processing,
protein folding, and posttranslational modification, while being as easy to manipulate as E.
coli or S. cerevisae. P. pastoris can produce 10-100-fold more heterologous protein and do
not add core terminal oligosaccharides a1,3 glycan linkages, which are believed to be
primarily responsible for the hyperantigenic nature of recombinant proteins, making them
particularly unsuitable for therapeutic use (Daly and Hearn, 2005; Torres and Moraes, 2002).
We have constructed the expression vectors pPICZL1H16, pPICZL1H18 and pPICZL1H33.
These vectors were used to transform cells of the yeast P. pastoris and thus express the L1
gene and consequently produce the HPV L1 protein. In Saccharomyces it was verified a
premature termination of transcription in TA rich sequences suchas TTTTTATA, that
resembles a sequence in HIV-1 gp 120, which resulted in premature termination of the
MRNA when expressed in Pichia (Daly and Hearn, 2005). We have checked the transcription
of the L1 gene of recombinant clones by RT-PCR and it was confirmed that all recombinant
clones tested were positive for L1 mRNA transcription.

To detect the presence of L1 protein in the total intracellular yeast extract, SDS-PAGE gels
were made, with various protein concentrations, but the presence of the 55-58-KDa band
could not be verified. The large number of native proteins into the yeast cell, combined to a
possible low expression level, could have hampered the visualization of the band in the SDS-
PAGE gel. Inorder to detect if there were some protein production, even if it was not possible
to confirm with protein electrophoresis, we made a dot blot analysis using an anti-his
antibody to identify the L1 6-his tag fused protein and the HPV16 L1 antibody (CAMVIR-1),
with positive results in all samples tested. CAMVIR-1 identifies an epitope on HPV-16 L1
that is strongly reactive against HPV-16 and -33 and, to a much lesser extent, with HPV-6 and
-11 (Mclean et al, 1990). In the HPV-18 clones we also observed positive reactions, but less
intense if compared with HPV-16 clones, resulting from cross-reaction with the anti L1 HPV-
16 linear sequence. The epitope to which CAMVIR-1 is directed is highly conserved among
the different HPV types, which could explain the weak cross reactivity with other virus types,
including HPV-18 and BPV-1 (Mclean et al, 1990; Jesus ALS, unpublished results).

Western blots were made with the positive samples in dot blot, with anti-His and CAMVIR-1
antibody. None of these showed satisfactory results even after optimizing the procedure,
including the transfer of proteins to the nitrocellulose membrane and protein concentrations
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used. Taking into account the specific antibodies that gave positive results in dot blot assays,
we found that the failure to detect the protein in the western blot could be linked to some
protein degradation when it was submitted to lysis with glass beads, or a low expression level
of the heterologous gene, limiting the sensitivity of the technique.

The methylotrophic yeast Pichia pastoris has developed into a highly successful system for
the production of a variety of heterologous proteins (Cregg et al, 2000). However, many
proteins have been produced with varying degrees of success. There are still some
unpublished failed trials caused by several factors (Cregg et al, 2000; Porro et al, 2005),
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.

Eukariotic cells genes are GC-rich, therefore it is more efficiently translated that viral genes,
which generally are AT-rich (Haas et al, 1996). HPV-16 L1 vaccine is relatively non-
immunogenic, in contrast to the immunogenic cottontail rabbit papillomavirus (CRPV') L1
vaccine. In general, CRPV codon usage is similar to other papillomavirus genes, however,
CRPV L1 gene is relatively GC-rich, with a GC content close to the mammalian genome
consensus, and several codons not frequently used in mammalian genes are significantly less
common in CRPV L1 than in HPV-16 (Sundaram et al, 1996).

Recent reports (Byrne et al, 2000; Valencik and McDonald, 2001; Massaer et al, 2001) have
shown that codon optimization can improve expression levels in various expression systems.
Codon optimization was considered to improve expression by using DNA rebuilding for
replacement of rare codons to preferred codons for efficient translation in P. pastoris. The
optimization of genes result in high levels of expression according to various authors as Teng
et al (2007) which increased 10-fold the expression of Bacillus licheniformis $-1,3-1, 4-
glucanase gene; and Outchkourov et al (2002) which increased by 20-fold the expression of
equistatin, the proteinase inhibitor from the sea anemone Actinia equine, both compared with
wild type gene expression in Pichia pastoris cells.

Additionally, inhibitory factors have been identified among the first 514 nucleotides in the
HPV 16 L1 gene, which prevent the production of L1 protein because of its action on the
MRNA. These elements are able to reduce the expression of the L1 gene to undetectable
levels in mammalian cells (Collier et al, 2002; Schwartz, 2000).

The data presented in this work confirm the viability of the P. pastoris cells system to
heterologous production of L1 HPV protein, a natural candidate for a vaccinal strategy against
infection. It was hypothesized that synonymous codon usage bias differences were the more
probable cause of the observed translational barriers. A special attention is needed to more
relevant HPV types in the population, such as HPV 33 and 31, allowing the inclusion of these
vaccines in a broad effective vaccination program.
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