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RESUMO

SAKAUCHI, D. Potencial vacinal de proteinas recombinantes do capsideo de
papilomavirus humano. 2015. 90 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2015.

O cancer cervical é a consequéncia mais séria da infeccdo por Papilomavirus humano (HPV),
constituindo uma das principais causas de morte entre mulheres no mundo, fato que remete a
um importante desafio para a saude publica mundial. A vacinacdo profilatica em grande
escala seria uma alternativa para a reducdo das taxas de cancer cervical, tornando-se essencial
a busca de novas estratégias vacinais. As vacinas atuais sao baseadas em particulas
semelhantes a virus (VLPs) da proteina principal L1 do capsideo viral, com efetiva protecao
contra tipos especificos, mas com limitada protecdo cruzada contra outros tipos virais. Uma
estratégia vacinal € a utilizacdo da proteina L2, que contém sequéncias altamente conservadas
para uma protecdo mais ampla contra os diversos tipos de HPVs. Neste estudo,
desenvolvemos a producdo de VLPs contendo as proteinas L1 e L2 do HPV16, utilizando
células epiteliais humanas (293-F) em suspensdo e em meio isento de soro fetal bovino.
Desde o seu desenvolvimento, tornou-se uma das mais frequentemente utilizadas na producéo
de proteinas recombinantes. Trata-se de uma célula com metabolismo bastante intenso,
compativel com o observado durante o cultivo celular, adequada para a finalidade de
expressao de proteinas heterdlogas. Além disso, apresenta vantagens como a facilidade de
cultivo, transfeccdo e ocorréncia de processos como a glicosilacdo de proteinas, fosforilagéo,
formacdo de pontes de dissulfetos e outras modificacdes pds- traducionais, essenciais para a
funcdo das proteinas, facilitando a producdo de proteinas similares as condi¢fes in vivo. A
cinética de expressdo das proteinas HPV16 L1L2 mostrou que a maxima expressao ocorre ao
redor de 48h pos- transfeccdo, por microscopia confocal e citometria de fluxo. Ambas as
proteinas foram localizadas no ndcleo e citoplasma celular das células. As analises por
microscopia eletronica de transmissdo mostraram a formacdo de VLPs e a presenga de
proteinas L1 e L2 no lisado celular, através de imunomarcacdes com ouro coloidal. A
purificacdo por cromatografia de afinidade permitiu a obtencdo de VLPs mais corretas
estruturalmente. Os ensaios imunoenzimaticos por Western-blotting e ELISA confirmaram a
inducdo de resposta imunoldgica para ambas as proteinas, pelo sistema imune de
camundongos. Os anticorpos séricos anti-HPV16 L1 e anti-HPV16 L2 de animais imunizados
com VLP L1L2, reconheceram a proteina principal L1 de massa molecular ao redor de 55
kDa e a secundaria L2 de aproximadamente 72 kDa, respectivamente. Os ensaios de ELISA
demostraram que 0s anticorpos séricos apresentaram titulos de anti-HPV16 L1 superiores em
relacdo a anti-HPV16 L2, no grupo imunizado com adjuvante. Novas estratégias devem ser
experimentadas, visando otimizar a imunogenicidade de VLP L1L2 do HPV16. Entretanto, o
sistema de produgdo de VLP L1L2 do HPV16 foi estabelecido de maneira eficiente, em
células epiteliais humanas em suspensdo e com resultados promissores, podendo contribuir
para o desenvolvimento de uma vacina profilatica de amplo espectro de protecao.

Palavras-chave: Papilomavirus humano. Céancer. HPV16. VLP. L1L2. Vacina profilatica.



ABSTRACT

SAKAUCHI, D. Vaccine potential of recombinant proteins of human papillomavirus
capsid. 2015. 90 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

Cervical cancer is the most serious consequence of infection by human papillomavirus (HPV),
constituting one of the leading causes of death among women worldwide, and a fact that
points to a major challenge to global public health. The prophylactic vaccination on a large
scale would be an alternative to reducing cervical cancer rates, making it essential to search
for new vaccine strategies. Current vaccines are based on virus-like particles (VLPS) of the
major virus capsid protein L1, with effective protection against specific types, but with a
limited cross-protection against other HPV types. A vaccination strategy is the use of the L2
protein, which contains highly conserved sequences for a broader protection against different
types of HPVs. In this study, we have developed the production of VLPs containing L1 and
L2 proteins of HPV16, using human epithelial cells (293-F) suspended in medium without
fetal bovine serum. Since its development, it has become one of the most frequently used for
the production of recombinant proteins. This is a cell with very intense metabolism, consistent
with the observed during cell culture, suitable for the purpose of expressing heterologous
proteins. In addition, it has advantages such as ease of culture, transfection and occurrence of
processes such as protein glycosylation, phosphorylation, formation of disulfide bonds and
other essential post-translational modifications to protein function, facilitating the production
of proteins similar to the conditions in vivo. The Kinetics of expression of the HPV16 proteins
L1L2 showed that maximal expression occurs around 48h post-transfection by confocal
microscopy and flow cytometry. Both proteins were localized in the nucleus and cytoplasm of
cells. The analysis by transmission electron microscopy showed formation of VLPs and the
presence of proteins L1 and L2 through colloidal gold immunolabeling, in cell lysate.
Purification by affinity chromatography allows obtaining VLPs more structurally correct. The
immunoassays by Western blotting and ELISA confirmed the induction of immune response
to both proteins by the immune system of mice. The serum anti-HPV16 L1 and anti-HPV16
L2 of animals immunized with VLPs L1L2 recognized the major protein L1 molecular weight
around 55 kDa and the secondary protein L2 of approximately 72 kDa, respectively. The
ELISA assays demonstrated that serum antibodies showed anti-HPV16 L1 titers above in
relation to anti-HPV16 L2 in the group immunized with adjuvant. New strategies should be
experienced to optimize the immunogenicity of VLPs L1L2 of HPV16. However, VLPs L1L2
of HPV16 production system was established efficiently in human epithelial cells in
suspension and with promising results, which may contribute to the development of a
prophylactic vaccine broad protection spectrum.

Keywords: Human papillomavirus. Cancer. HPVV16. VLP. L1L2. Prophylactic vaccine.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo por Papilomavirus humano (HPV) é o mais importante fator para o
desenvolvimento de cancer cervical. A associacao do virus HPV com o carcinoma cervical foi
postulada na década de 70, pelo cientista Harald zur Hausen, ao observar que o material
genético do HPV é comumente encontrado integrado ao genoma da célula infectada
(FRAZER; LEGATT; MATAROLLO, 2011; ZUR HAUSEN et al., 1974; ZUR HAUSEN,
1976). Atualmente esta bem estabelecido o envolvimento do virus HPV em praticamente
todos os casos de cancer de colo do utero, além de estar associado em menor prevaléncia com
outros tipos de cénceres: anogenital, de cabeca, pesco¢o, orofaringeo, pulmonar e cutaneo
(CUBIE, 2013; ZUR HAUSEN, 2009).

A infeccdo por HPV ¢ de grande relevancia clinica, sendo considerado o patdégeno
mais comum em doenca sexualmente transmissivel (DST), devido ao elevado potencial de
transmissdo, com estimativa de 60% de transmissédo entre os parceiros (CUBIE, 2013).
Estima-se que 50-80% de mulheres e homens sexualmente ativos serdo infectados por HPVs
genitais de ambos os tipos, de alto e baixo risco, em algum periodo da vida (STANLEY,
2010). A maioria das infeccdes por HPV sdo transientes, havendo regressdo espontanea em
cerca de 70% dos casos em 1 ano; aproximadamente 90% dos casos regridem em 2 anos; e em
cerca de 10% dos casos, a infeccdo é persistente, aumentando o risco de desenvolvimento de
cancer cervical (CASTELLSAGUE et al., 2009; CUBIE, 2013). A infeccdo persistente
geralmente é definida como: a deteccdo continua de DNA viral do mesmo tipo de HPV na
cérvice por pelo menos 6 - 12 meses, possibilitando o desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial de alto grau (CIN2/3), e podendo evoluir para o carcinoma invasivo
(SCHWARZ; OBERDAN, 2008).

A infeccdo persistente por HPV de alto risco esta associada ao desenvolvimento de
lesbes precursoras, denominadas neoplasias intraepiteliais e dependendo do local s&o
denominadas neoplasias intraepiteliais: cervicais (NIC), vulvares (NIV), vaginais (NIVa),
penianas (NIP) e anais (NIA) (CUBIE, 2013). A NIC, a mais reconhecida e extensivamente
estudada, apresenta um espectro de lesdes intraepiteliais que dependendo da gravidade
correspondem aos graus 1, 2 ou 3. As neoplasias intraepiteliais de baixo grau (NIC 1) sdo
caracterizadas pelo baixo nivel de proliferacdo celular, geralmente apresentam o genoma viral
epissomal, e na maioria das lesdes regride espontaneamente. As lesdes intraepiteliais de alto
grau (NIC 2 e NIC 3) apresentam elevada proliferagéo viral, geralmente associadas a

integracdo do genoma viral, podendo progredir para o cancer invasivo (FRAZER; LEGATT;
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MATAROLLO, 2011; MA et al., 2012; STANLEY, 2008). Apropriadas intervencgdes,
geralmente podem prevenir a progressao para 0 carcinoma invasivo, no entanto existe uma
consideravel morbidade associada ao tratamento de estagios pré-cancerosos (CUBIE, 2013).

Além disso, existem fatores de risco adicionais que podem contribuir para a
progressdo maligna, como: o comportamento sexual, tabagismo, imunidade, predisposicdo
genética, uso prolongado de contraceptivos orais e coinfeccdo com outros micro-organismos
como Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, herpesvirus e HIV. A coinfeccdo com
HIV e HPV é bem reconhecida, por proporcionar um aumento no risco de cancer em varios
locais, no organismo de pacientes infectados. Estudos recentes mostram que o HPV também ¢
um cofator para aquisi¢do do HIV (CUBIE, 2013; HOULIHAN et al., 2012).

Em paises desenvolvidos a incidéncia de neoplasia cervical em mulheres esta
reduzindo significantemente, como resultado dos programas de rastreamento, que realizam a
deteccdo e tratamento da neoplasia intraepitelial cervical de alto grau. No entanto, outros
canceres associados ao HPV ndo sdo passiveis de rastreamento e a incidéncia esta
aumentando em homens e mulheres (STANLEY, 2014).

Segundo a World Health Organization (2012) estima-se que 0 HPV esta associado em
90% dos casos de cancer anal, 70% dos casos de cancer vaginal, 50% dos casos de cancer de
pénis e 43% de cancer de vulva (WHO, 2012). A estimativa global de cancer anal é de
aproximadamente 1 caso a cada 100 mil, com 27 mil novos casos por ano (WHO, 2014). Os
casos de céncer anal ndo eram comuns, mas recentemente a incidéncia mundial esta
aumentando em homens e mulheres, particularmente em homens homossexuais e em grupos
HIV positivos (CUBIE, 2013; STANLEY et al., 2012b). As mulheres apresentam as maiores
incidéncias em relacdo aos homens, em idades acima de 50 anos e nos homens predominam a
faixa etaria de 20 a 49 anos, embora esta incidéncia esteja aumentando (STANLEY et al.,
2012b). Assim como na neoplasia cervical, 0 DNA do HPV pode ser comprovado em todos
0s estagios de lesdo anal pré-maligna, sendo mais frequente 0 HPV16 na proporc¢do acima de
70% e 0 HPV18 em cerca de 5% dos casos, seguidos por HPV33 e HPV31 (CUBIE, 2013).
Em contraste ao cancer cervical, os canceres de vagina, vulva e pénis sdo todos raros,
provavelmente devido a falta de uma regido de transformacao celular em relacdo a ambas, a
cérvice e anus (CUBIE, 2013). Em todo o mundo, o cancer de vulva representa somente 3%
dos cénceres ginecoldgicos (RUMBOLD et al.,, 2012). Muitos casos de cancer de pénis
ocorrem em homens com idade superior a 50 anos e cerca de 50% dos casos estdo associados
ao HPV. De acordo com dados recentes dos Estados Unidos, as causas, distribuicdo racial e

geografica dos casos de cancer de pénis sdo semelhantes aos do cancer cervical (CUBIE,
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2013). Os canceres de células escamosas da cavidade oral (OCC) e da orofaringe (OPSCC)
S&0 0 sexto cancer mais comum no mundo, com a estimativa de 400 mil novos casos e 23 mil
mortes por ano. O aumento da incidéncia de céancer orofaringeo esta relacionado
principalmente ao aumento nos casos de HPV- positivo, principalmente nos paises
desenvolvidos como: Estados Unidos, Australia e Europa. Nos Estados Unidos para o ano de
2020, estima-se que o nimero anual de cancer orofaringeo HPV- positivo superara o cancer
cervical (STANLEY, 2014).

1.1 Papilomavirus humano (HPV)

O Papilomavirus é altamente espécie-especifico, com capacidade de infectar répteis,
aves e varias espécies de mamiferos (BERNARD et al., 2010; RECTOR; RANST, 2013). O
HPV pertence a familia Papillomaviridae, apresentando cinco géneros: Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, ~Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus
(BERNARD et al., 2010). O HPV é capaz de infectar as células epiteliais da mucosa genital
(somente Alphapapillomavirus) e da mucosa oral ou cutanea (representantes dos cinco
géneros) (BZHALAVA et al., 2013). Até o momento, 174 tipos de HPVs foram totalmente
caracterizados, dos quais aproximadamente 40 tipos infectam a regido anogenital
(BZHALAVA et al., 2013; SCHIFFMAN et al., 2011). A identificacdo de um novo tipo de
HPV é baseada na sequéncia de DNA da ORF (Open reading frame) do gene L1 diferir em
10% de outros tipos caracterizados; subtipos, quando a diferenca for entre 2-10%; variantes,
quando diferir menos que 2% (BERNARD et al., 2010; DE VILLERS et al., 2004). Os novos
tipos de HPV recebem uma identificacdo numérica somente apds a clonagem do genoma viral
completo e depdsito no Centro de Referéncia Internacional do HPV, estabelecido em 1985 em
Heidelberg e transferido em 2012, para o Instituto Karolinska em Estocolmo, Suécia
(BZHALAVA et al., 2013).

Os HPVs podem ser classificados de acordo com o seu tropismo para o epitéelio
cutaneo ou mucoso. Os tipos de HPVs cutaneos sdo tipicamente de baixo risco, e estdo
associados as lesBes benignas e suas infec¢bes sdo assintométicas ou autorresolutivas, sendo
observados nos HPVs do género Gamma, como HPV1 e HPV2, causadores de verrugas
benignas e no género Alpha, incluem-se os HPVs 2, 3, 10 e 57. Os tipos do género Beta,
especialmente os HPV5 e HPV8 sdo assintomaticos em individuos saudaveis, mas podem
estar associados ao desenvolvimento de carcinoma de células escamosas ndo melanoma

(SCC), em pacientes com epidermodisplasia verruciforme hereditaria, ou em individuos
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imunossuprimidos, devido a coinfec¢cdo com HIV, ou uso prolongado de imunossupressores
em pacientes transplantados (DOOBAR et al., 2012, WANG; RODEN, 2013a).

Os HPVs de mucosa do género Alphapapillomavirus, dependendo do seu potencial
oncogénico podem ser classificados em grupos de alto e baixo risco. Os HPVs de baixo risco,
como os tipos HPV6 e HPV11 sdo os mais prevalentes e ambos causam 96-100% das
verrugas anogenitais (Condyloma acuminata) e quase todos os casos de Papilomatose
respiratoria recorrente (PRR), assim como uma proporcdo de neoplasias intraepiteliais de
baixo grau cervical (NIC 1), vulval (NIV 1), vaginal (NIVa 1) e anal (NIA 1) (FORMAN et
al., 2012; STANLEY, 2012a; WANG; RODEN, 2013a).

Os HPVs de alto risco oncogénico reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Salude
sdo os tipos HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52,
HPV56, HPV58 e HPV59 (BZHALAVA et al., 2013; DOOBAR et al., 2012). O HPV16 é o
tipo mais prevalente, com mais de 50% dos casos associados ao cancer cervical (LI et al.,
2011) e ambos HPV16 e HPV18 estdo presentes em aproximadamente 70% dos casos
mundiais de neoplasias cervicais (CASTELLSAGUE et al., 2009). Os tipos HPV31, HPV33 e
HPV45 sdo os proximos mais prevalentes, com 12% dos casos de neoplasia cervical
(ROMANOWSKI, 2011). A infeccdo com multiplos tipos de HPVs é comum, mas nédo esta
associada com o aumento do risco de progressdo. Os tipos HPV18 e HPV45 sdo os mais
frequentemente detectados em adenocarcinomas, que podem desenvolver lesdes mais
agressivas (CUBIE, 2013). Os HPVs considerados potencialmente de alto risco, mas com
baixa prevaléncia so os tipos HPV26, HPV53, HPV66, HPV68, HPV73 e HPV82 (MUNOZ
et al., 2006).

A incidéncia de infeccdo por HPV é elevada em jovens, logo ap6s o inicio da atividade
sexual e o risco de infeccdo aumenta com o nimero de parceiros sexuais. A prevaléncia da
infeccdo do HPV nas mulheres varia com a idade, apresentando um pico na adolescéncia,
declinando progressivamente no decorrer dos anos. Em varios paises pode ser observada em
mulheres ao redor dos 50-55 anos de idade, a ocorréncia de um novo pico de infecgdo, que
pode estar associado a reativacao da laténcia viral ou a incidéncia de nova infec¢do (CUBIE,
2013; STANLEY, 2010). Nos homens, a aquisicdo da infeccdo ocorre na adolescéncia e a
prevaléncia mantém-se constante nas décadas subsequentes (STANLEY, 2014).

A principal via de transmissédo viral & a via sexual, embora o virus possa ser
transmitido através do contato direto com a pele e mucosas. O HPV pode ficar incubado por
um periodo de 3 - 4 semanas, meses ou anos, sendo que a duragdo do periodo de laténcia pode

estar relacionada com a carga viral recebida (STANLEY, 2010).
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Aparentemente também podem ocorrer outras vias de infecgdo, como a transmissao
vertical do HPV materno-fetal, durante a gestacdo ou durante o nascimento (ARMBRUSTER-
MORAES et al.,1994; CUBIE, 2013). Apesar da incidéncia rara, pode ocorrer na crianga o
desenvolvimento de Papilomatose respiratoria recorrente (PRR), afetando aproximadamente 4
em cada 100 mil criangas, sendo caracterizada pela presenca de verrugas na laringe,
necessitando de repetidas intervencdes cirlrgicas, para evitar a obstrucdo respiratdria
(CUBIE, 2013; STANLEY, 2010).

Estudos recentes sobre vias alternativas de infeccdo por HPV demonstram a interacéo
do HPV na forma de HPV16 VLPL1L2, com leucécitos do sangue periférico humano e
células-tronco precursoras da linhagem hematopoiética do liquido amnidtico humano
(KAVATI et al., 2012; PALUMBO et al., 2008; SZULCZEWSKI et al., 2009).

1.2 Epidemiologia

Aproximadamente 20% dos carcinomas globais sdo atribuidos a uma infeccdo
persistente e mais comumente por um virus (FRAZER; LEGGATT; MATTAROLLO, 2011).
Estima-se que o HPV esteja envolvido em 5,2% de todos os casos de canceres mundiais (MA
et al., 2012; STANLEY, 2012a). Representa o terceiro tipo de neoplasia mais comum, ap6s 0
cancer de mama e cancer colorretal, além de ser a quarta principal causa de morte por
neoplasia em mulheres no mundo (ROMANOWSKY, 2011). Atualmente representa um
importante desafio para a salde puablica mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde ocorrem mais de 85% de todos os casos de mortes por neoplasia
cervical e estima-se para o ano de 2020, o aumento para 90% dos casos (MA et al., 2012). A
incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos, em relacdo aos paises
mais desenvolvidos (INCA, 2012). Nesses paises, 0s casos de neoplasia cervical séo
detectados em estagios muito avancados, devido a diversas dificuldades na implantacdo de
programas de rastreamento do cancer cervical, tornando-se uma das principais causas de
morte em mulheres. No Brasil, a principal estratégia de rastreamento do cancer de colo do
utero, recomendada pelo Ministério da Salde é o exame citopatologico, o teste de
Papanicolau, para mulheres de 25 a 64 anos de idade (INCA, 2012).

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), ocorreu um avango nos
programas de prevencdo do cancer de colo do Utero, pois na década de 90 cerca de 70% dos
casos diagnosticados eram de doencas invasivas, considerado o estdgio mais agressivo,

atualmente 44% dos casos correspondem as lesdes precursoras de cancer (INCA, 2014).
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Em todo o mundo estima-se que 530 mil mulheres s&o diagnosticadas com neoplasia
cervical, com a ocorréncia de 265 mil mortes por ano (ROMANOWSKI, 2011).

No Brasil, segundo o INCA o cancer de colo do utero é o terceiro tipo mais incidente
na populacdo feminina, apds o cancer de mama e de célon e reto. Em 2014 foi estimado a
ocorréncia de 15.590 mil novos casos de neoplasia cervical, com um risco estimado de 15,3
casos a cada 100 mil mulheres, e destas cerca de 5 mil mulheres vao a 6bito. Nas regies
brasileiras, a maior incidéncia de casos ocorre na regido Norte, com 23,57 casos em 100 mil
mulheres, sem considerar os casos de tumores de pele ndo melanomas, os mais frequentes na
regido. Nas regides Centro-Oeste e Nordeste ocorrem respectivamente 22,19 casos e 18,79
casos em 100 mil mulheres, sendo o segundo tipo de neoplasia mais frequente. Na regido
Sudeste sdo registrados 10,15/100 mil e no Sul do pais 15,87 casos em 100 mil mulheres. Em
relacdo a mortalidade feminina, as diferencas regionais sdo expressas de forma semelhante
(INCA, 2014).

Mais de 99% dos casos de neoplasia cervical conttm o DNA do HPV, embora a
proporcdo associada a determinados tipos de HPV de alto risco seja diferente em diversos
paises, e mostrem variacdes demografica, étnica e socioeconémica (CUBIE, 2013).

Estudos baseados em uma metanalise, envolvendo 194 pesquisas € um milhdo de
mulheres mostram a prevaléncia global de 11,7% do HPV, em mulheres com citologia
normal, mas com infeccdo de HPV cervical detectavel. Existe uma variacdo global
consideravel entre os paises, com elevadas prevaléncias encontradas na Africa Subsaariana
(24%), Leste Europeu (21%) e América Latina (14%). Particularmente, elevadas prevaléncias
s&o encontradas na Africa oriental e Caribe com indices acima de 30% (BRUNI et al., 2010;
FORMAN et al., 2012). Segundo a WHO, os paises europeus, Estados Unidos, Canada, Japdo
e Australia apresentam as menores taxas de incidéncia (WHO, 2014).

Mundialmente ocorre uma relacdo entre a prevaléncia do HPV e a idade, ocorrendo
indices méaximos em individuos mais jovens, com idade abaixo de 25 anos, e um declinio em
idades mais avancadas. Na Europa e América do Norte, as taxas de prevaléncias sdo muito
elevadas em jovens, abaixo de 25 anos, tornando-se muito baixas em mulheres acima de 45
anos, porém em alguns paises da Américas Latina e Caribe ocorre um declinio, seguido de um
aumento em mulheres com idade igual ou superior a 45 anos (BRUNI et al., 2010; FORMAN
etal., 2012).

Estudos mostram que 0s cinco tipos mais prevalentes mundialmente sdo os HPV16
(3,2%), HPV18 (1,4%), HPV52 (0,9%), HPV31 (0,8%) e HPV58 (0,7%). A prevaléncia para

0s outros tipos de HPV é de 0,6% ou menos, incluindo o HPV45 (0,5%, que juntos com
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HPV16 e 18 sdo comuns em cancer invasivo), assim como HPV6 (0,5%) e HPV11 (0,2%),
ambos sdo 0s genotipos associados a verrugas genitais (BRUNI et al., 2010; FORMAN et al.,
2012).

1.3 Genoma viral e proteinas do Papilomavirus

Os Papilomavirus séo virus ndo envelopados, com capsideo de simetria icosaédrica de
50-60 nm de didametro (WANG; RODEN, 2013a).

O genoma do Papilomavirus consiste de DNA circular de dupla fita, de
aproximadamente 8 kb, representado por trés regides: uma regido reguladora (LCR ou URR),
uma regido precoce (E-Early) e uma regido tardia (L- Late), conforme mostra a Figura 1 (DE
VILLIERS et al., 2004; DOOBAR, 2006).
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Figura 1 - Organizacdo genémica do HPV16 de alto
risco. Genoma do HPV (7904 pb)
contendo a regido reguladora (LCR) e 8
genes, que codificam as proteinas do
capsideo viral (L) e proteinas nao
estruturais (E). LCR contém sitios de
ligacdo para fatores de transcrigdo celular
(SP1) e para proteinas El1 e E2.
Promotores: PE (precoce) e PL (tardio).
Sitios de poliadenilagdo precoce (PAE), e
poliadenilacdo tardia (PAL). Fonte:
Adaptado de Doobar et al., 2012.
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A regido reguladora LCR (long control region) ou URR (upstream regulatory region),
localizada entre as regides L1 e E6, contém elementos reguladores necessarios para replicacdo
e transcricdo do DNA viral (CAMPO; RODEN, 2010; DE VILLIERS et al., 2004).

A regido precoce (E- Early) com aproximadamente 2/3 do genoma viral, contém o0s
genes que codificam seis proteinas precoces e ndo estruturais: E1, E2, E4, E5, E6 e E7
(CAMPO; RODEN, 2010). As primeiras proteinas expressas sao E1 e E2, necessarias para a
replicacdo e transcricdo celular. A proteina E1 é uma helicase requerida para a replicacao e
amplificacdo do virus epissomal no nucleo dos queratindcitos infectados (BERGVALL,;
MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013). A proteina E2 é multifuncional e essencial no ciclo
de vida viral, estando envolvida na regulacdo da expressdo de todos 0s outros genes virais.
Contribui no processo de replicacao viral, auxiliando no recrutamento de E1 para replicacéo
do DNA original (CAMPO; RODEN, 2010). E2 esta envolvida na repressdo transcricional de
E6 e E7, sendo a sua perda indutora de desregulacdo na expressédo de E6 e E7 (MA et al.,
2012).

O gene E3 ainda ndo é conhecido, talvez ndo produza proteina. A proteina E4 é uma
proteina intermediaria expressa durante a fase de replicacdo do DNA viral, estando envolvida
na reorganizacéo do citoesqueleto (CAMPO; RODEN, 2010).

A proteina viral E5 interage com receptores do fator de crescimento (EGF),
estimulando a proliferacdo celular. As proteinas E6 e E7 sdo importantes na transformacéo e
malignidade celular, regulando o ciclo viral na célula. As oncoproteinas E6 e E7 associam-se
aos fatores supressores de tumor presentes na célula, onde a E6 associa-se a niveis celulares
de p53 e a E7 atua na proteina retinoblastoma (pRB) (KAVATI, 2012; MA et al., 2012).

A regido tardia (L- Late) com aproximadamente 1/3 do genoma viral, contém os genes
que codificam duas proteinas estruturais do capsideo viral a L1 e L2 (CAMPO; RODEN,
2010).

A proteina L1 é a principal proteina do capsideo viral, com massa molecular de
aproximadamente 55 kDa, com a capacidade de se autoestruturar espontaneamente em
particulas semelhantes a virus (VLPs) (BUCK; DAY; TRUS, 2013). Essas VLPs sédo
estruturas semelhantes ao HPV, do ponto de vista morfoldgico e antigénico, desprovidas de
material genético, sendo a base das vacinas atuais descritas em varios estudos anteriores
(AIRES et al., 2006; BAZAN et al., 2009; CIANCIARULLO et al., 2009, 2010; KAVATI et
al., 2014; MARIGLIANI et al., 2012, 2013; SZULCZEWSKI, 2009). As VLPs sdo
imundgenos potentes devido ao reconhecimento pelas células B dos epitopos da superficie
icosaédrica (BUCK; DAY; TRUS, 2013).
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O capsideo viral é composto por 360 copias de proteinas L1, organizadas em 72
capsdémeros ou pentameros, e cada capsémero € constituido por cinco proteinas L1, formando

uma estrutura de simetria icosaédrica, conforme mostra a Figura 2 (SCHILLER; MULLER,
2015).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de formacao da VLP do HPV.
Fonte: Adaptado de Schiller e Mdiller, 2015.

A regido C- terminal da proteina L1 é bastante elaborada, estando disposta como
bracos que se estendem em direcdo a superficie externa do capsémero, ligando-se aos
capsomeros adjacentes por pontes dissulfeto. No HPV16, as pontes dissulfetos entre os
capsdmeros envolvem a cisteina (Cys 175) em L1 do capsémero invadido e a cisteina (Cys
428) da regido C- terminal da L1 do capsdbmero invasor. Essas duas cisteinas presentes na
proteina L1 sdo conservadas em todos os tipos conhecidos de papilomavirus. A presenga de

pontes dissulfeto parece ser essencial para a estabilidade do virion (Figura 3) (BUCK; DAY;
TRUS, 2013).
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Cisteina

Figura 3 - Estrutura do capsémero L1. (A) Cada mondmero L1 estd identificado por uma
coloragdo diferente. (B) Capsdémero contendo alcas (loops) internas nas proteinas L1
que interagem com as cisteinas. Fonte: Adaptado de Buck, Day e Trus, 2013.

A conformacao e a localizacdo dos epitopos sdo criticos para a producdo de anticorpos
neutralizantes. Sugere-se que a superficie do capsdmero ¢ composta por “loops” estruturais €
muitos anticorpos monoclonais sdo capazes de neutralizar a infectividade de varias espécies
de papilomavirus, ligando em uma ou varias superficies desses loops, que contém epitopos
especificos (Figura 4) (LOWE et al., 2008). A superficie dos loops ¢é fracamente conservada,
mesmo entre 0s tipos de papilomavirus intimamente relacionados, isto é, provavelmente
resultante da pressao seletiva para que os papilomavirus acumulem mutacfes, para prevenir
ligagBes neutralizantes obtidas em infeccdes anteriores (BUCK; DAY; TRUS, 2013).

Figura 4 - Modelo tridimensional dos pentdmeros de L1. (A) Viséo lateral. (B) Viséo
frontal. (C) base do pentamero de L1. A sequéncia da proteina L1 entre
gendtipos (rosa) é altamente varidvel na face externa do pentdmero, enquanto
a estrutura interna do pentamero é altamente conservada (azul). Os anticorpos
neutralizantes anti-L1 interagem com as superficies expostas das alcas

(loops) das proteinas L1. Fonte: Adaptado de Frazer, Leggatt e Mattarollo,
2011.
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Estudos com anticorpos monoclonais sugerem que 0s epitopos compostos de algas
(loops) FG e HI séo importantes para neutralizagcdo do HPV16, enquanto as algas BC, DE e
HI sdo importantes na neutralizacdo do HPV6 e 11. Como exemplo o anticorpo monoclonal
do HPV16 (mAb) H16.V5 interage com o epitopo conformacional na superficie da alca FG
(aminoacido 262-291 L1) e com menor intensidade a alca HI (aa 348-360), enquanto o
anticorpo H16.E70 reconhece o residuo 282 na alga FG. O anticorpo monoclonal Camvir-1
reconhece o epitopo linear, que corresponde aos residuos 204 - 210 do HPV16 L1, o qual esta
localizado entre as alcas EF e FG, conforme mostra a figura 5 (KIM; LIM; KWAG, 2012;
LOWE et al., 2008).

Figura 5 - Esquema do monémero de HPV16 L1 e a reatividade dos anticorpos com a
HPV16VLP. (A) Alcas estruturais indicadas como: B-C, C-D, D-E, E-F, F-G e
H-1. (B) Residuos da proteina HPV16L1 reconhecidos pelos anticorpos
Camvir-1, H16.V5 e H16.E70 sdo mostrados graficamente em boxes: algas da
face exposta do capsideo (preto), alca interna (branco), alca localizada
parcialmente no lado externo do capsideo (cinza). A numeragdo indica 0s
aminoacidos a partir da regido N terminal Fonte: Adaptado de Kim, Lim e
Kwag, 2012; Modis, Trus e Harrison, 2002.

O capsideo viral também contém a proteina L2, secundaria do capsideo, contendo
menos que 500 aminoacidos que correspondem a uma massa molecular de aproximadamente
55 kDa. No entanto, a analise de SDS-PAGE, a L2 aparentemente apresenta uma massa molar
de 64-78 kDa e a razéo desse fendmeno ainda ndo esta esclarecida (WANG; RODEN, 2013a).
O numero de moléculas da proteina L2 no capsideo viral ndo esta completamente definido, no
entanto sugere-se que esteja entre 12 a 72 proteinas L2 por capsideo (BUCK et al., 2008;
WANG; RODEN, 2013a). Estudos recentes comparando a estrutura de HPV16 L1 e HPV16
L1L2, utilizando reconstrucdo 3D computadorizada revela que a porgédo de L2 esta localizada
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no interior do lumen do capsdémero, favorecendo a existéncia de 72 moléculas de L2 por
capsideo viral (Figura 6) (BUCK et al., 2008).

Figura 6 - Reconstrugdo 3D computadorizada do capsideo HPV16.
(A) Capsideo HPV16 proteina L1. (B) Capsideo HPV16
contendo a proteina L1 em azul e a proteina L2 em
coloragdo vermelha. Fonte: Adaptado de Buck et al.,
2008.

O residuo de L1 que medeia a interacdo com L2 no capsideo permanece ainda ndo
definido, embora estudos envolvendo a cristalografia da estrutura de VLPL1 sugerirem que
L2 deve interagir com L1 pela regido N-terminal (BUCK et al., 2008; LOWE et al., 2008).

A proteina secundaria L2 possui vérias regides que podem ser alvos de anticorpos
neutralizantes (NIETO et al., 2012). Uma das quais se localiza na posi¢do do aminoéacido 17-
36, que consiste no maior epitopo de neutralizacdo cruzada, representando um atraente
antigeno candidato para uma vacinacdo amplamente protetora. A sequéncia amino- terminal
da proteina L2 de diferentes tipos de HPV revela-se altamente conservada, incluindo uma
regido contendo dois residuos altamente conservados de cisteinas (C22 e C28), presentes em
todos os tipos de papilomavirus reconhecida e neutralizada pelo anticorpo monoclonal RG-1
(Figura 7) (WANG; RODEN, 2013a).
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Figura 7 - Sequéncia conservada da regido aa 17-36, presente em diferentes tipos de
HPV contendo duas cisteinas (C22 e C28), importantes na infeccéo e
reconhecimento pelo anticorpo monoclonal RG-1. Fonte: Adaptado de
Wana e Roden, 2013a.

A proteina L2 ndo forma VLP, mas pode ser incorporada quando coexpressa com L1.
As VLPs L1 e L2 purificadas sdo incapazes de formar complexos in vitro sem coexpressao,
sugerindo que a interacdo ocorre antes da montagem do capsideo ou ocorra em nivel de
capsdmero, na insercao de L2 para formar VLP L1L2 (WANG; RODEN, 2013a).

1.4 Ciclo viral

O HPV é um patégeno exclusivamente intraepitelial e o ciclo de infeccdo viral é
totalmente dependente da diferenciacdo dos queratindcitos. O virus infecta os queratindcitos
das células basais do epitélio cervical e outros tecidos epiteliais, através de microlesdes,
enquanto que a expressao dos genes virais com a producdo de proteinas e montagem do virus
ocorre apenas nas camadas mais diferenciadas do epitélio celular, com os virions dos
papilomavirus liberados para o ambiente, através do processo de descamacao.

O processo de entrada do HPV é extremamente lento em comparag¢do com outros tipos
virais (PALMER et al., 2009). O receptor para a entrada do virus nas células epiteliais ainda
ndo foi identificado. No entanto, um receptor nos queratindcitos, alfa 6 beta integrina foi
considerado candidato a receptor do HPV, assim como os receptores do fator de crescimento,
entre outros tem sido implicados neste processo (DOOBAR et al., 2012; EVANDER et al.,
1997). Estudos recentes demonstraram a internalizacdo de VLPs L1L2 do HPV16, por
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leucdcitos e células-tronco do liquido amnidtico humano, utilizando a via do receptor de
transferrina, CD71 (KAVATI et al., 2012; PALUMBO et al., 2008; SZULCZEWSKI et al.,
2009).

Varios estudos sobre o0 mecanismo de infeccdo do HPV tém sugerido que o HPV liga-
se & membrana basal da superficie celular, através da interacdo de baixa afinidade, com o
heparan sulfato dos proteoglicanos- HSPG. Ocorre uma mudanga conformacional no capsideo
viral devido a clivagem por uma protease celular, a furina, causando a exposicao especifica da
regido N-terminal da proteina L2. Apos a clivagem, ocorre uma diminuic¢do na afinidade do
capsideo pela HSPG, permitindo a interacdo do virion com o receptor secundério, ainda
desconhecido em queratindcitos. Em seguida, ocorre a internalizagdo dos virions nas células
basais e a liberacdo do genoma viral para o ndcleo, conforme mostra a figura 8 (DOOBAR et
al., 2012; FRAZER; LEGGATT; MATTAROLLO, 2011; WANG; RODEN, 2013b).
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Figura 8 - Modelo de infeccdo do HPV no epitélio cervical. Acesso do virus a
membrana basal ocorrendo a ligagdo ao heparan sulfato dos
proteoglicanos (HSPG). A interacdo do HPV com a proteina da célula
hospedeira conduz a uma mudanca conformacional na superficie do
capsideo, expondo transientemente a proteina secundéaria L2. Ocorre a
clivagem da L2 pela furina e a internalizagdo do virion na célula basal
para o inicio da infeccdo. Fonte: Adaptado de Wang e Roden, 2013b.
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Apos a infeccdo das células basais, ocorre a liberacdo do genoma viral para o nicleo
da célula infectada. Inicialmente o genoma viral epissomal expressa as proteinas precoces
para manutencdo do queratindcito em estado proliferativo. Como o queratindcito permanece
em processo de divisao e diferenciacdo, o genoma viral mantém um baixo nimero de copias.
Acredita-se que ocorra um ciclo de replicagdo do DNA viral, independente do ciclo celular,
com a amplificacdo de 50-100 copias virais por celula. A célula infectada migra para o
compartimento suprabasal, onde ocorre a fase de manutencdo do plasmideo na forma
epissomal, quando o nimero de coOpias se mantém constante e a expressdo do gene viral €
minima. Nesta fase do ciclo viral do HPV de alto risco, ocorre a expressdo dos potentes
oncogenes E6 e E7 em nivel baixo. Quando os queratindcitos infectados migram para o
compartimento de diferenciacdo celular, ocorre a interrupcéo da divisao celular, com o inicio
da fase produtiva viral e a reprogramacdo das células suprabasais pelo virus, ocorrendo a
amplificacdo do nimero de cdpias do genoma viral, para milhares de copias por célula. No
caso de ocorrer a malignidade celular, ocorre a perda no controle da expresséo de E6 e E7 e a
expressao do gene na célula torna-se desregulada (CAMPO; RODEN, 2010; STANLEY,
2012a).

As células com o DNA viral amplificado migram para as camadas mais elevadas do
epitélio estratificado, na camada granular, onde 0s genes virais expressam as proteinas do
capsideo L1 e L2, ocorrendo o inicio da encapsulacdo e maturagdo do genoma viral. Os virus
descendentes sdo montados e liberados com a descamacdo das células, nas camadas mais
superficiais do epitélio (Figura 9).

Durante a fase inicial da infeccdo, o HPV permanece na forma epissomal no nucleo
celular, mas a integracdo do DNA viral de alto risco ao genoma da célula infectada é uma
etapa importante para a progressdo neoplasica na cérvice cervical (STANLEY, 2012a). A
integracdo geralmente causa a delecdo de alguns genes precoces E2, E4, E5 e genes tardios L1
e L2. Como a E2 é uma repressora da transcri¢do dos genes E6 e E7, a perda de E2 permite a
desregulacdo dos oncogenes E6 e E7. As oncoproteinas E6 e E7 inativam e degradam o
supressor tumoral p53 e a retinoblastoma (Rb), respectivamente, e ambos os efeitos conduzem
a desregulagdo do ciclo celular, instabilidade genémica e descontrole da proliferacdo celular
(MA et al., 2012; WANG; RODEN, 2013b).
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Figura 9 - Ciclo de vida do HPV de alto risco no epitélio cervical. As células infectadas na
camada basal formam o reservatdrio da infecgdo, com o genoma viral mantido em
nimero baixo de copias e apds a divisdo celular, as células filhas migram para a
superficie epitelial. Durante a migracdo sdo desencadeados diversos eventos em
diferentes estagios. Nas lesdes causadas pelo HPV de alto risco, as células das
camadas mais baixas expressam o0s oncogenes E6 e E7, sendo estimuladas a entrar
em mitose (células e ndcleos vermelhos). Na camada intermediaria, ocorre a
amplificacdo do genoma viral nas células e nestas ocorre a expressdao da proteina
viral E4 (células em verde, com nucleo em vermelho). Nas camadas epiteliais
superiores, as células sdo liberadas para o exterior e nas células E4- positivas, as
proteinas L1 e L2 sdo produzidas, permitindo a montagem do genoma viral
amplificado e liberacdo das células infectadas. PAE: Sitio de poliadenilacdo da
regido precoce, PAL.: sitio de poliadenilagdo da regido tardia, PE: promotor precoce
ou p97, PL: promotor tardio ou p670. Fonte: Adaptado de Doobar et al., 2012.

1.5 Estratégias de evasao viral

O HPV é um virus extremamente eficaz, apresentando mecanismos de evasdo do
sistema imunolédgico do hospedeiro, uma vez que ndo provoca viremia, morte celular ou
inflamacdo. O virus infecta os queratindcitos basais, que amadurecem nas células epiteliais e,
em seguida, novos virus sdo liberados a0 mesmo tempo em que ocorre a morte natural das
células. Dessa forma o sistema imune ndo reconhece o evento como um sinal de perigo
(CULP; CHRISTENSEN, 2004). Todo o ciclo viral ocorre acima da camada basal, sem
ocasionar diretamente a lise celular. As células do sistema imune, que buscam por patégenos
abaixo da membrana basal, desconhecem a infeccdo que ocorre nas camadas superiores do
epitélio, particularmente na expressdo das proteinas tardias (CAMPO; RODEN, 2010). Além

disso, os papilomavirus ndo ativam as células de Langerhans, essenciais para captar, processar
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e apresentar os antigenos aos linfocitos T, desregulando a superficie do complexo de
histocompatibilidade principal de classe | (MHC), o maior apresentador de antigenos a células
T e interferem na sinalizacdo de interferons (IFN) do tipo I. Juntos esses eventos ajudam a
explicar a auséncia de inflamacdo local, a fraca resposta imune e a longa persisténcia do

papiloma, mesmo em individuos imunocompetentes (CAMPO; RODEN, 2010).

1.6 Vacinas contra o HPV

A imunizacdo preventiva aliada a programas de rastreamento de lesdes pré-cancerosas
através do exame citopatoldgico, integram as principais estratégias preventivas para a reducao
da incidéncia e mortalidade consequente da neoplasia cervical (INCA, 2012).

A WHO reconhece a relevancia do cancer cervical e outras doencas envolvidas com o
HPV como problema de saude publica global e recomenda a inclusdo da vacina contra o HPV
no programa nacional de imunizagdo (WHO, 2014). O reconhecimento da relagéo entre a
infeccdo cervical persistente e 0 HPV de alto risco permitiu o desenvolvimento da vacina
profilatica contra o papilomavirus humano, sendo a primeira vacina desenvolvida
especificamente para prevencdo de um cancer humano (FRAZER; LEGGATT,
MATTAROLLO, 2011).

O desenvolvimento das vacinas surgiu com a nog¢do de que a proteina L1 do capsideo
do papilomavirus era capaz de se autoestruturar em particulas semelhantes a virus (VLP),
guando expressa em um sistema eucariético heter6logo. A imunizacao de espécies especificas
com a VLP L1 protegeu contra o desafio viral em coelho (cotton rabbit papillomavirus -
CRPV), boi (bovino papillomavirus - BPV) e cdo (canine oral papillomavirus - COPV)
(INGLIS; SHAW; KOENIG, 2006). Varios estudos demonstraram que as VLPs L1 contendo
epitopos conformacionais sdo requeridas para a inducdo de anticorpos neutralizantes. Os
resultados obtidos nesses modelos animais foram fundamentais para o desenvolvimento das
vacinas do HPV (INGLIS; SHAW; KOENIG, 2006; STANLEY; PINTO; TRIMBLE, 2012c).

As vacinas contra 0 HPV foram licenciadas em mais de 100 paises (ROMANOWSKI,
2011) e os programas de vacinagdo tém sido adotados em varios deles. Segundo a OMS em
agosto de 2014, cerca de 60 paises (30%) incluiram a vacina contra o HPV em seus
programas de vacinagdo para meninas e em alguns paises como: Estados Unidos, Austrélia e
Canada, a vacina quadrivalente foi recomendada também para os meninos. Em 2007, a
Australia foi o primeiro pais a incluir a vacina no seu calendario vacinal (OMS, 2014;
ROMANOWSKI, 2011; STANLEY, 2014). No Brasil, a vacina contra o HPV foi incorporada
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no calendario do Programa Nacional de Imunizaces (PNI) do Ministério da Satde, em 1° de
julho de 2013, para imunizacdo de meninas entre 9 a 13 anos de idade. Desde marco de 2014,
a vacina quadrivalente contra o HPV esta disponivel na rede publica, para aplicacdo em
criancas de 10 e 11 anos de idade (CIANCIARULLO, 2014; INCA, 2013). Com a
transferéncia de tecnologia da MSD, o Instituto Butantan passaré a produzi-las futuramente.

Atualmente existem duas vacinas profilaticas contra o HPV aprovadas pela OMS e
ANVISA no Brasil: a quadrivalente Gardasil® da Merck (Merck & Co.,Whitehouse Station,
NJ, Estados Unidos), aprovada pela Food and Drug Administration (FDA, Estados Unidos),
em junho de 2006. A Gardasil® contém VLPs dos gendtipos de alto risco HPV16 e HPV18
associadas ao cancer cervical, assim como os tipos de baixo risco HPV6 e HPV11, envolvidos
nas verrugas anogenitais. A vacina € produzida em Saccharomyces cerevisae e composta de
20 ug de cada proteina L1 de HPV16 e HPV18; e 40 ug de cada proteina L1 de HPVG6 e
HPV11, contendo adjuvante de sulfato de hidroxifosfato de aluminio. A vacina bivalente
Cervarix® da GSK (GlaxoSmithKline, Londres, Inglaterra) e aprovada em outubro de 2009. A
vacina é produzida em células de inseto (Trichoplusia ni Hi-5) e contém VLPs para os dois
tipos de alto risco HPV16 e HPV18. Cada dose de 0,5 mL da vacina contém 20 pg de
proteinas L1 de HPV16 e HPV18 e o adjuvante ASO,, contendo o hidréxido de aluminio e o
MPL-A (3-Odesacyl-4’-monofosforil lipideo A (toll like receptor - TLR-4 agonista). As
vacinas sé@o administradas em trés doses: 0, 1 e 6 meses para a vacina bivalente e 0, 2 e 6
meses para a vacina quadrivalente. A vacinacdo é recomendavel na pré-adolescéncia, antes da
infeccdo natural (ROMANOWSKI, 2011; SCHILLER; MULLER, 2015).

Em dezembro de 2013, a Agéncia de Medicina Européia aprovou o protocolo de duas
doses da vacina bivalente para meninas de 9 a 14 anos, e trés doses para meninas acima de 14
anos. Em varios paises a alteracdo do protocolo para duas doses das vacinas licenciadas,
especialmente para adolescentes de 9 a 13 anos, encontra-se em andamento, e provavelmente
se torne uma norma futura (SCHILLER; MULLER, 2015).

Atualmente as vacinas disponiveis Gardasil® e Cervarix® sdo baseadas em particulas
semelhantes a virus (VLPs) da proteina principal L1 do capsideo viral e capazes de induzir
anticorpos neutralizantes contra a proteina do capsideo viral L1. As vacinas apresentam
efetiva protecdo contra os tipos especificos que compdem a vacina, com limitada protecédo
cruzada contra outros tipos de HPV. No caso da vacina Cervarix®, a imunizacdo mostra
elevada protecdo contra HPV31 e HPV45, os quais estdo relacionados aos tipos HPV16 e
HPV 18 respectivamente (JAGU et al., 2010).
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A vacina contra o HPV é uma promissora ferramenta no combate ao cancer cervical,
sendo altamente imunogénica e induzindo um titulo geométrico médio de anticorpos de 80 a
100 vezes mais elevado, daquele observado na infeccédo natural (HARPER et al., 2004). Apds
a infeccdo natural, os niveis de anticorpos neutralizantes induzidos podem ser muito baixos no
soro e mucosa cervical, que podem ser insuficientes para protecdo contra novas infec¢oes
(HO et al., 2002; ROMANOWSKI, 2011). Apesar da baixa resposta imunogénica na infeccdo
natural, os homens induzem resposta imune robusta para vacinas de VLP com virtualmente
100% de soroconversdao (STANLEY, 2014). A imunizacdo de homens com a vacina
quadrivalente Gardasil® tem-se mostrado eficaz contra doencas e infeccBes em homens
heterossexuais, prevenindo as verrugas genitais dos tipos HPVs 6 e 11 e nos homossexuais as
neoplasias intraepiteliais anais 6/11/16/18 (STANLEY, 2014). Ambas as vacinas tém sido
associadas a uma diminuicdo substancial de infeccdo, verrugas anogenitais e doencas
cervicais (SCHILLER; MULLER, 2015).

As vacinas de HPV séo capazes de induzir resposta humoral, produzindo anticorpos
neutralizantes contra a proteina do capsideo viral L1, podendo bloquear a entrada do virus
(STANLEY, 2008). Em individuos vacinados, os anticorpos representam a primeira linha de
defesa e estdo presentes no momento da exposicdo. Estes anticorpos ndo séo produzidos
localmente, mas transudados ou exsudados do soro para as secre¢@es cérvice-vaginal, como
mostra a figura 10 (SCHWARZ; OBERDAN, 2008).
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Figura 10 - Processo de transudacdo e exsudacgao dos anticorpos para o local de
infeccdo do HPV. (A) Processo de transudacdo envolve a
transferéncia de 1gG intravascular para o trato genital. (B)
Processo de exsudagdo com o escape lento do fluido dos vasos
danificados para os locais das microlesdes. Fonte: Adaptado de
Schwarz e Oberdan, 2008.
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As VLPs sdo altamente imunogénicas, induzindo potentes respostas de anticorpos na
auséncia de adjuvantes, devido a sua capacidade de ativacdo de ambas as respostas imunes:
inata e adaptativa (STANLEY, 2012a). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera
que os anticorpos neutralizantes fornecem a maior base de protecdo das vacinas baseadas em
VLPs em humanos (ROMANOWSKI, 2011).

Para as vacinas de HPV apresentarem uma protecdo mais duradoura, elas devem
fornecer uma producdo sustentada de anticorpos, juntamente com a reposicéo de células B de
memoria, que podem repor o pool de células secretoras de anticorpos (ROMANOWSKI,
2011; SCHWARZ; OBERDAN, 2008).

Estudos com outras vacinas evidenciam a correlagdo entre a frequéncia de células B de
memoria do antigeno-especifico e niveis de anticorpos do antigeno-especifico
(ROMANOWSKI, 2011; SCHWARZ; OBERDAN, 2008). E provavel que as células T helper
auxiliem na producéo de anticorpos e na manutencéo de células B de memdria, mas existem
evidéncias de que as vacinas de VLPs podem induzir resposta de anticorpos, que sdo
independentes da atividade de células T (ROMANOWSKI, 2011).

O estudo envolvendo as vacinas contra o HPV fornecem evidéncias de que a vacina
bivalente Cervarix® induz uma resposta imune mais elevada, do que a vacina quadrivalente
Gardasil® (ROMANOWSKI, 2011). Provavelmente, a resposta imune elevada e os altos
niveis de anticorpos neutralizantes obtidos na vacina bivalente Cervarix® sejam devido ao
sistema de adjuvante ASO, utilizado na formulacdo da vacina em comparacdo com a vacina
Gardasil®, formulada somente com o aluminio. Existem evidéncias de que a protec&o cruzada
contra tipos que ndo compdem a vacina pode ser mais elevada na vacina bivalente Cervarix®
(JAGU et al., 2010; ROMANOWSKI, 2011).

Em dezembro de 2014, a primeira vacina de VLPs HPVs de segunda geracao, a vacina
nonavalente da Merck foi licenciada para uso pela Food and Drug Administration (FDA). A
vacina é produzida em Saccharomyces cerevisae e contém cinco tipos a mais de VLPs dos
HPVs 31, 33, 45, 52 e 58, do que a vacina quadrivalente (HPV 6, 11, 16 e 18). O acréscimo
desses cinco tipos oncogénicos na vacina nonavalente ird proporcionar um aumento na
protecdo de aproximadamente 70 para 90% nos casos de cancer cervical (SCHILLER;
MULLER, 2015). A utilizacdo desses outros tipos oncogénicos pode aumentar muito o custo
e a complexidade de producéo da vacina (MUNOZ et al., 2003; NIETO et al., 2012).

Nos Gltimos anos, diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao desenvolvimento de

vacinas profilaticas e terapéuticas contra o HPV e os canceres associados ao virus.
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As vacinas terapéuticas contra o0 HPV em desenvolvimento visam o controle e a
regressdo das lesdes induzidas pelo HPV. As vacinas atuais Gardasil® e Cervarix®, baseadas
em VLPs de L1 sdo utilizadas na profilaxia e apresentam pouco ou nenhum efeito terapéutico
no tratamento de infeccBes existentes (WANG; RODEN, 2013b). Diversas estratégias
vacinais estdo sendo realizadas, com o desenvolvimento de vacinas terapéuticas baseadas em
peptideos, proteinas recombinantes, DNA e células dendriticas.

Nas vacinas terapéuticas ocorre a inducao de respostas citotoxicas, principalmente das
células T CD8" contra proteinas precoces, principalmente as oncoproteinas E6 e E7, expressas
nas células do carcinoma cervical (SCHILLER; MULLER, 2015). Atualmente ndo existem
vacinas terapéuticas disponiveis no mercado, embora algumas indicagdes de eficacia clinica
fossem relatadas, como exemplo a vacina baseada em peptideo longo utilizada na neoplasia
intraepitelial vulvar, com a inducdo de uma resposta imune celular e a regressdo de lesdes
(KENTER et al., 2009), no entanto nenhuma abordagem comprovou eficécia terapéutica nos
ensaios clinicos de fase 3 randomizados. Até 0 momento, as vacinas terapéuticas ndo foram
bem sucedidas, devido a varios fatores como: limitacdo no modelo animal; inducdo de
resposta imune celular moderada em ensaios clinicos; incerteza sobre quais tipos de respostas
s80 necessarias para a remocao, direcionamento das lesdes de alto grau e canceres para evasao
imune, e assim como trafego inconsistente da resposta imune celular sistémica para as lesdes
intraepiteliais periféricas (SCHILLER; MULLER, 2015).

Vérias estratégias estdo sendo desenvolvidas para a proxima geracdo de vacinas
profilaticas, visando amplo espectro de protecdo contra diversos tipos de HPV de alto risco e
a reducdo de custos. Nestas abordagens incluem-se as vacinas de VLP multivalentes,
capsomeros de L1, vacinas de L2, entre outras (Figura 11). Nas vacinas multivalentes ocorre a
inclusdo de mais tipos de HPVs, para uma protecdo mais ampla contra a maioria dos
gendtipos de alto risco oncogénico. No entanto, muitos parametros ndo estdo esclarecidos
quanto a dose necessaria para cada tipo de HPV, influéncia da resposta imune de um tipo de
VLP sobre o outro, tempo de duracdo da protecéo e custo da vacina multivalente em relagédo
as vacinas comerciais.

Os capsdmeros de L1 representam uma alternativa de baixo custo em relacdo as
vacinas licenciadas do HPV. Podem ser produzidos em Escherichia coli alcangando elevados
niveis e induzindo altos titulos de anticorpos neutralizantes. Atualmente a Xiamen Innovax
Biotech, obteve elevadas producgdes de VLPs L1 dos HPVs 16 e 18 em E. coli, usando L1
mutante e esta realizando o estudo de eficacia fase 3 (JAGU et al., 2010; SCHILLER,;
MULLER, 2015).
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Uma estratégia de aprimoramento as vacinas de VLP L1, seria a utilizagdo da proteina
L2 como antigeno vacinal, que contém sequéncias altamente conservadas entre diferentes
tipos de HPV, com potencial para induzir uma protecdo mais ampla contra os diversos tipos
de HPVs (MA et al., 2012).

A proteina L2, a secundéria do capsideo viral, ndo induz resposta de anticorpos
neutralizantes em infecgbes naturais. No entanto, a imunizacdo com a proteina L2 gera
anticorpos neutralizantes, que sao protetores contra o desafio viral em bovinos e coelhos.
Estes anticorpos possuem ampla neutraliza¢do cruzada contra os HPVs mucoso e cutaneo,
sugerindo que a L2 pode constituir uma vacina pan - HPV (STANLEY; PINTO; TRIMBLE,
2012c). Estudos mostram que as imunogenicidades em animais, com o amino (N) - terminal
do peptideo L2, induziram anticorpos neutralizantes, demonstrando protecdo contra o desafio
com tipos cognatos de papilomavirus in vivo, (EMBERS et al., 2002), neutralizacdo cruzada
com tipos heter6logos in vitro (PASTRANA et al., 2005; RODEN et al., 2000), e prote¢do
cruzada in vivo (GAMBHIRA et al., 2007). Um estudo recente demonstrou que a imunizagéo
oral com HPV16 L2 (N-terminal aa 1-124), expresso na superficie do Lactobacillus casei,
induziu anticorpos neutralizantes significantes contra HPV16, assim como mostrou a
capacidade de neutralizagdo cruzada contra pseudovirus HPV18, 45 e 58 (MA et al., 2012).

Apesar das vantagens, as vacinas de L2 apresentam baixa imunogenicidade, néo
induzindo um nivel elevado de anticorpos neutralizantes em comparacdo com as vacinas de
VLPs de L1, sendo o maior desafio no uso da proteina L2 como antigeno vacinal (JAGU et
al., 2010). Varias estratégias estdo sendo desenvolvidas para aumentar a imunogenicidade da
proteina L2, como o estudo da interacdo de L2 com adjuvantes como o aluminio em
combinagdo com agonista TLR4 (toll like receptor), como o monophosphoril lipid A (MPLA)
(MA et al., 2012; NIETO et al., 2012). Outra tentativa foi o desenvolvimento de VLP
derivada do bacteriéfago PP7, contendo o epitopo de L2 exposto no PP7, induzindo alta
imunogenicidade com elevado titulo de anticorpos neutralizantes e demonstrando prote¢édo
contra uma variedade de subtipos de HPV (MA et al., 2012; TUMBAN et al., 2011).

Uma abordagem para melhorar a neutralizagdo cruzada da vacina L2 foi a geracgdo de
sequéncias de regides sintéticas do HPV L2 ou a producdo de antigeno L2 polimérico. Um
estudo recente utilizando uma proteina concatenada L2 multitipo fusionada, contendo
epitopos de L2 derivados de varios tipos de HPVs 1, 5, 6, 16, 18, geraram elevados titulos de
anticorpos neutralizantes para HPVs heterdlogos e protecdo contra o desafio cérvico-vaginal,
com pseudovirus do HPV16 (JAGU et al., 2009). A proteina multimérica L2 fusionada,
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combinada com a vacina Cervarix ou capsdomeros do HPV16 L1, também mostrou ampla
protecdo contra a infec¢do do HPV (JAGU et al., 2010; MA et al., 2012).

As vantagens da imunogenicidade da L1 e a ampla protecdo cruzada mediada pela L2
podem ser combinadas e formar a VLP L1L2 quimérica. As vacinas VLP quiméricas
combinadas na forma de L1L2, com a L2 conjugada geneticamente ou quimicamente com a
L1 e inserida na superficie da L1, podem gerar mais respostas imunogénicas, e protetoras
contra maltiplos gendtipos de HPV. A vacina quimérica VLP L1 com peptideo L2 em sua
superficie, demonstrou a inducdo de anticorpos neutralizantes HPV16, assim como elicitou
anticorpos capazes de neutralizacdo cruzada contra os pseudovirus 18, 31, 52 e 58. A
imunizagdo com a vacina quimérica VLP L1L2 do HPV16, induziu em coelhos e
camundongos, anticorpos capazes de neutralizacdo cruzada para os tipos de alto e baixo risco
oncogénico do HPV16 (MA et al., 2012; SCHELLENBACHER; RODEN; KIRNBAUER,
2009). A inclusdo de L2 como vacina representa uma promissora direcdo para a proxima
geracgdo de vacinas profilaticas, com a inducao de amplo espectro de anticorpos neutralizantes
contra o HPV.
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Figura 11 - Representagdo grafica das VLPs da Cervarix®, Gardasil® e vacinas
profilaticas contra 0 HPV de futuras gerages, baseadas em proteinas
do capsideo L1 efou L2. (A) Cervarix®, formadas pelas VLPs de
HPV16 e 18. (B) Gardasil®, compostas por VLPs HPV6, 11, 16 e 18.
(C) VLPs multivalentes formadas por VLPs HPV6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58 — Gardasil 9°. (D) Vacina de capsdmero L1. (E) Vacina
quimérica VLPL1L2 com L2 na superficie. (F) Vacina de peptideo L2.
(G) Peptideo L2 concatenado. (H) Peptideo L2 exposto na superficie
do bacteriofago. Fonte: Adaptado de Ma et al., 2012.



38

Em paises em desenvolvimento, a neoplasia cervical constitui uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em mulheres. Representa uma doenca de elevada
relevancia epidemiologica, com mais de 83% dos casos de canceres cervicais diagnosticados,
onde os programas de rastreamento sao limitados ou inexistentes, além de 70% dos casos de
neoplasias vaginais e 90% dos casos de canceres anais, tornando-se essencial a busca de
novas abordagens vacinais.

A pesquisa sobre a viabilidade deste sistema de expressao recombinante, baseado em
células epiteliais humanas em suspensdo, com a producdo de particulas semelhantes ao
capsideo viral de HPV16 L1L2, assim como a avaliacdo do potencial vacinal em animais,
contribuem para o desenvolvimento de uma estratégia vacinal alternativa, auxiliar no estudo e
na prevencdo das graves doencas desencadeadas por HPV, visando proporcionar um beneficio

a saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver a producdo de VLPs L1L2 de HPV16 em culturas de células epiteliais
humanas 293-F em suspensdo e avaliar o potencial imunogénico em animais, visando o
desenvolvimento de uma estratégia vacinal contra o Papilomavirus humano.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver a metodologia para obtencdo de VLPs L1L2 de HPV16, em culturas de
células humanas 293-F em suspensdo, utilizando o sistema de transfeccdo com vetores
plasmideais, para expressao das proteinas do capsideo viral L1 e L2;

e Analisar a expressdo e localizacdo das proteinas intracelulares HPV16 L1 e HPV16 L2; .

e Caracterizar as proteinas recombinantes L1 e L2 de HPV16;

e Purificar as proteinas heter6logas HPV16 L1L2 para a formulacéo vacinal,

e Induzir e avaliar a resposta imunoldgica da formulacéo vacinal VLPs L1L2 de HPV16 em

modelo murino.
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3 MATERIAIS E METODOS

A realizacdo deste projeto foi aprovada pela Comissdo de Biosseguranga Interna do
Instituto Butantan (CIBio) e pela Comissdo Técnica Nacional - CTNBio. Os procedimentos
de cultivos celulares foram realizados em laboratério classificado no Nivel de Biosseguranga
classe 2, NB-2 e as Boas Préticas Laboratoriais foram adotadas ao longo das atividades
desenvolvidas nesta pesquisa. Os experimentos em animais foram realizados de acordo com
os protocolos aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
(CEUAIB), sob o registro de n® 923/12.

3.1 Cultivos celulares
3.1.1 Linhagem celular

e  Freestyle™293-F (Invitrogen™, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos): Linhagem celular
derivada da HEK 293, adaptada para o crescimento em suspensdo (MANUAL
INVITROGEN, 2007).

As células HEK 293 sdo provenientes de células embrionarias renais humanas (Human
Embryonic Kidney), transformadas pelo DNA de adenovirus humano tipo 5 (Ad5)
(GRAHAM et al., 1977).

3.1.2 Cultivo celular em suspensao

o  Freestyle™293 Expression System (Invitrogen ™, Carlsbad, California, Estados Unidos):
Sistema de expressdo 293, contendo o meio de expressao 293 livre de soro fetal bovino
(FreeStyle™293 Expression Medium).

As células FreeStyle™293-F (293-F) foram cultivadas em suspensdo na concentracéo
de 3x10° células viaveis por mL, utilizando o meio de expressdo 293 livre de soro, conforme
recomendacdo do fabricante. As células em suspensdo foram subcultivadas, quando a
concentracédo celular atingiu 2-3 x10° células viaveis por mL, geralmente a cada 3-4 dias.
Aliquotas da suspensao celular foram transferidas e homogeinizadas vigorosamente por 10-30
segundos, para separacdo dos agrupamentos celulares. A seguir, foram determinadas a

concentracdo e viabilidade celular pelo método de exclusdo de Azul de Tripan, atraves da
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contagem em cdmara de Neubauer e visualizadas ao microscopio invertido Leica DMIL. As
células em suspensdo foram mantidas a 37 °C, em atmosfera imida com 5% de CO,, sob
agitacdo orbital de 120 rpm. As células em suspensdo destinadas aos estoques celulares foram
mantidas em criotubos, na concentragdo de 5-8 x 10° células por mL, contendo 90% de meio
de expressao 293 livre de soro e 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO) e mantidos em tanque de
nitrogénio liquido a -192 °C.

3.2 Vetores de expressao génica

Os vetores de expressao génica pUF3L1h e pUF3L2h humanizados utilizados nas
clonagens, transfeccbes e cotransfeccdes foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Martin
Miller (Forschungsschwerpunkt Angewandte Tumorvirologie, DKFZ - Heidelberg,
Alemanha) (LEDER et al., 2001).

e pUFR3L1h (#874): Vetor de expressdo génica com 5781 pares de bases, contendo o gene
L1 do HPV16 (Figura 12A).

e pUFR3L2h(#893): Vetor de 5685 pares de bases, contendo o gene L2 do HPV16 (Figura
12B).

Os vetores pUF3L1h e pUF3L2h humanizados (Figura 12) foram construidos sob
regulacdo do promotor constitutivo do citomegalovirus humano (pCMV), expressando 0s
respectivos genes L1 e L2 do HPV16. Contém o gene de resisténcia a ampicilina e o0 gene
reporter GFP (green fluorescent protein) (LEDER et al., 2001).
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Figura 12 - Esquema dos vetores plasmideais. (A) Vetor pUF3L1h (#874) para
expressao da proteina L1 de HPV16. (B) Vetor pUF3L2h (#893) para

expressao da proteina L2 de HPV16.

3.2.1 Amplificacao dos vetores plasmideais

3.2.1.1 Obtencao de bactérias competentes
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Escherichia coli (E. coli) DH5a: linhagem que permite manipulacdes genéticas,

utilizada na propagacédo e amplificacdo de DNAs plasmideais e clonagens de genes.

Para a preparacdo da Escherichia coli (E.coli) competente, foi utilizado o método
descrito por Hanahan (HANAHAN, 1983). Esta linhagem foi gentilmente cedida pela Dra.

Itamar Romano Garcia Ruiz, do Laboratorio de Genética do Instituto Butantan. As bactérias

E.coli DH5a foram cultivadas em meio Luria-Broth (LB) composto por triptona a 1%, extrato

de levedura a 0,5%, cloreto de sodio a 0,5% e incubadas a 37 °C, sob agitacdo de 250 rpm até

a cultura atingir a D.O.g00nm = 0,6. A seguir, as bactérias em suspensao foram centrifugadas a

5.000 x g a 4 °C, por 10 minutos. O pellet resultante foi ressuspenso em solucdo gelada de

0,1M CaCl; e incubado por 60 minutos no gelo. A suspensdo foi centrifugada a 5.000 x g a

4 °C, por 10 minutos e o pellet de bactérias foi ressuspenso em 2 mL de solucéo gelada de

0,1M CaCl,. A suspensdo de bactérias competentes foi aliquotada, contendo 10% de glicerol e

armazenadas a -80 °C até o momento do uso.
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3.2.1.2 Transformagéo de bactérias competentes

A transformacdo de bactérias competentes foi baseada no meétodo descrito por
Sambrook (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Uma aliquota de 10 uL. do DNA plasmideal foi
usada para transformar bactérias E.coli DHS5a, quimiocompetentes. A mistura de DNA ¢
bactérias foi incubada por 30 minutos no gelo, submetida rapidamente ao choque térmico por
2 minutos a 42 °C e incubada novamente no gelo durante 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 350 pL de meio LB liquido e a mistura incubada por 90 minutos a 37 °C. As
bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB-agar com 100 pg/mL de ampicilina e
incubadas a 37 °C, por 18 horas.

3.2.1.3 Selecéo dos clones recombinantes e Extracdo de DNA plasmideal

Os clones positivos de E.coli DH5a, resistentes a ampicilina foram selecionados e
inoculados em 3 mL de meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina a 37 °C, por 18
horas, sob agitacao de 250 rpm. Cada cultura foi centrifugada a 12.000 x g por 30 segundos, 0
sobrenadante descartado e o precipitado bacteriano foi utilizado para purificagdo de DNA
plasmideal usando o kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Union City,
California, Estados Unidos), conforme as instrugdes do fabricante. A concentracdo do DNA
purificado foi determinada pelo espectrofotometro Nanodrop™ 100 (ThermoScientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e aliquotas de DNA plasmideal purificado foram

armazenadas a -20 °C para uso posterior.

3.3 Transfeccéo celular

As transfeccbes e cotransfeccOes transientes em células Freestyle™293-F foram
realizadas por lipofeccdo, utilizando o reagente 293fectin™ (Invitrogen™), conforme
instrucbes do fabricante. As células em suspensdo foram cultivadas um dia antes da
transfeccdo, na concentracio de 6,0 a 7,0x10° células viaveis por mL em meio de expressdo
293, livre de soro (Invitrogen™). No dia da transfeccdo, as células em suspensdo na
concentracdo de 3x10’ células foram mantidas em 28 mL de meio de expressdo 293, em
atmosfera imida a 37° C e agitagéo orbital de 120 rpm. Para cada transfeccdo foram utilizados
30 pg de DNA plasmideal L1 e na cotransfeccdo foram utilizados 15 pg de DNA de L1 e 15
pHg de DNA de L2. Em um tubo tipo Falcon foi preparada a solugdo de 30 pg de DNA



44

plasmideal para 1 mL de Opti-MEM®I (Invitrogen™, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos).
Em outro tubo foi realizada a dilui¢ao de 60 pL do reagente de transfec¢do 293fectin™
(Invitrogen™) em 1 mL de Opti-MEM® I, homogeneizado gentilmente e incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos. As duas solugdes preparadas de DNA plasmideal e do
reagente 293 fectin™ foram misturadas, colocando-se 1 mL de cada solu¢do, homogeneizadas
gentilmente e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. O volume de 2,0 mL da
mistura de transfeccédo foi adicionado as células em suspensao mantidas em 28 mL de meio de
expressao 293. As células em suspensdo foram incubadas a 37 °C em atmosfera Umida, com
5% de CO; e agitacdo orbital de 120 rpm. As células 293-F transfectadas com os vetores
pUF3L1h e cotransfectadas com ambos os vetores L1 e L2 foram coletadas em diferentes
tempos variando de 6 a 72 horas pds-transfeccdo. Para a otimizacdo da expressao das
proteinas L1 e L2 foi realizada a cinética de expressdo das proteinas recombinantes L1 e L2
do HPV16. Nas amostras transfectadas, cotransfectadas e ndo transfectadas foram realizados
0s ensaios utilizando a citometria de fluxo e microscopias: confocal a laser, epifluorescéncia e

eletronica de transmissdo (MET).
3.4 Expressao das proteinas recombinantes L1 e L2
3.4.1 Microscopias Confocal e Epifluorescéncia

Para deteccdo de proteinas recombinantes L1 e L2 de HPV16, as células 293-F foram
cultivadas e transfectadas conforme descrito nos itens 3.1.2 e 3.3, respectivamente. Apds esta
etapa, as células transfectadas foram lavadas com PBS pH 7,4 por 3 vezes e centrifugadas a
200 x g, por 5 minutos. As células foram incubadas em 1 mL de PBS pH 7,4 contendo 5% de
albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missori, Estados Unidos),
durante 60 minutos e lavadas 3 vezes por 5 minutos cada. Apds a centrifugagdo a 200 x g por
5 minutos, as células foram incubadas com os anticorpos primarios: monoclonal anti-HPV16
L1 (Camvir-1, BD Pharmingen®, San Diego, Califérnia, Estados Unidos), e/ou policlonal
anti-HPV16 L2 (11-200 aa), gentilmente cedido pelo Dr. Richard Roden, Departamento de
Patologia, Universidade John Hopkins, Baltimore, Maryland, Estados Unidos. Os anticorpos
foram diluidos a 1:150 e 1:100 respectivamente em PBS, contendo 0,01% de Tween 20
(Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, Sigma Chemical, Saint Louis, Missori, Estados
Unidos) e 0,5% BSA, durante 2 horas em temperatura ambiente. As células foram entdo

lavadas com PBS contendo 1% BSA e incubadas com o0s respectivos anticorpos secundarios
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IgG de cabra anti-IgG de camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 488
(Molecular Probes™, Carlsbad, California, Estados Unidos), para deteccdo de L1 e/ou IgG de
cabra anti-lgG de coelho conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 633 (Molecular Probes™,
Carlsbad, California, Estados Unidos), para deteccdo de L2. Os anticorpos foram ambos
diluidos 1:250 em PBS contendo 0,01% de Tween 20 e 1,5% BSA e incubados por 1 hora, a
temperatura ambiente. Apés a lavagem em PBS contendo 1% BSA, as células foram fixadas
em laminas pré-tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich®). As laminulas foram montadas
com 5 pL de Mowiol (EMD Biosciences, La Jolla, California, Estados Unidos), e as amostras
mantidas protegidas da luz a 4 °C para analise em microscopio confocal a laser Zeiss LSM
Meta laser scanning microscope (Zeiss, Alemanha), no Laboratério de Parasitologia do
Instituto Butantan. Para a marcacdo dos acidos nucléicos, apds a fixacdo das células as
laminulas foram montadas em 10 pL de Vectashield® (4’-6-diamidino-2-fenilindol - DAPI,
Vector laboratories, Burlingame, Califérnia, Estados Unidos) sobre laminas histoldgicas e as
amostras mantidas a 4 °C para analise ao microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse Ni),

no Laboratério de Genética do Instituto Butantan.

3.4.2 Citometria de Fluxo

Para a deteccdo de L1 e L2 produzidas pela linhagem 293-F por citometria de fluxo, as
células foram cultivadas e transfectadas, conforme descrito nos itens 3.1.2 e 3.3,
respectivamente. Apos esta etapa, as células transfectadas foram lavadas com PBS pH 7,4 por
3 vezes e centrifugadas a 200 x g, por 5 minutos. As células foram incubadas em 1 mL de
PBS pH 7,4 contendo 3% de BSA, e 0,05% de Tween 20, durante 60 minutos e lavadas com
PBS pH 7,4. Apds a centrifugacdo a 200 x g, por 5 minutos, as células foram incubadas com
0s anticorpos primarios anti-HPV16L1 e/ou anti-HPV16L2, diluidos respectivamente a 1:150
e 1:100 em PBS, contendo 0,01% de Tween 20 e 0,5% BSA, por 60 minutos a temperatura
ambiente. Apos, foram lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios 1gG de
cabra anti-lgG de camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 488 (Molecular
Probes™) e 1gG de cabra anti-IgG de coelho conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 633
(Molecular Probes™) ambos diluidos 1:250 em PBS contendo 3% BSA, por 60 minutos a
temperatura ambiente. As células foram novamente lavadas em PBS, contendo 3% de BSA e
analisadas pelo citometro de fluxo BD FACSCanto™ II utilizando o software BD FACS Diva
(BD Biosciences, San Jose, Califdrnia, Estados Unidos), no Laboratério de Imunoquimica do

Instituto Butantan.
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3.4.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As células 293-F ndo transfectadas foram cultivadas para analise morfologica normal
destas células e também como controle negativo da expressao das proteinas L1 e L2 em MET,
conforme descrito em trabalhos anteriores (CIANCIARULLO et al.,, 2007, 2009, 2010;
MARIGLIANI et al.,, 2012). Essas células foram cultivadas sob as mesmas condigdes
descritas anteriormente no item 3.1.2, quando foram entdo lavadas com PBS e centrifugadas a
200 x g, por 5 minutos. O precipitado celular foi lavado trés vezes com PBS para remocéo de
residuos de meio de cultura e debris celulares. A seguir, foram fixadas em solugdo tampéo
fosfato de sédio a 0,1M pH 7,2 contendo 3,5% de sacarose e 2,5% de glutaraldeido
(Glutardialdehyde solution, Merck, Darmetadt, Hessen, Alemanha), incubadas por 1lh a
temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes com solucdo tampdo fosfato de
sodio a 0,1M pH 7,2 contendo 3,5% de sacarose e centrifugadas a 200 x g, por 5 minutos.
Apos a fixacdo com 1% de tetroxido de dsmio (Osmium tetroxide, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missori, Estados Unidos) no mesmo tampao fosfato de sodio, as células foram
incubadas por 1h a temperatura ambiente em local protegido da luz e com agitacdo ocasional.
Em seguida, foram lavadas com tampéo fosfato contendo sacarose, seguido por duas lavagens
com solucdo salina a 0,85% e uma vez com &gua destilada, por 10 minutos cada.

Para a contrastacdo dos acidos nucléicos, as células foram incubadas com acetato de
uranila aquoso a 2% por 2 h a temperatura ambiente, lavadas trés vezes com agua bidestilada
por 5 minutos cada e desidratadas em uma série de etanol em concentracdes de 30%, 50%,
70%, 95% por 15 minutos cada, etanol 100% por 30 minutos, etanol-acetona (1:1) e acetona a
100%. A seguir as células foram infiltradas com a resina hidrofébica Epon (Kit Polybed, Poly
Sciences Inc., Warrington, Pensilvania, Estados Unidos) utilizando uma série de acetona-
Epon nas proporgbes 2:1 e 1:1 por 30 minutos cada, solucdo acetona-Epon 1:2 por 18 h a
4 °C. Apos a incubagdo overnight foi realizada a embebig¢do em resina Epon pura por 24 h,
centrifugadas por 30 minutos a 1250 x g para substituicdo da resina Epon pura por 4 h a
temperatura ambiente. Em seguida as células foram colocadas em capsulas de gelatina
preenchidas com nova resina Epon pura e polimerizadas em estufa a 60 °C, por 72 h. Os
blocos foram cortados utilizando um ultramicrotomo e os cortes ultrafinos foram montados
sobre grades metalicas de cobre de 300 mesh pré-revestidas com parlodio a 2% em acetato de
amila e carbono, contrastados com acetato de uranila (Uranyl acetate, Polysciences Inc.,
Warrington, Pensilvania, Estados Unidos) a 2% em solugdo aquosa. Apds a secagem em

temperatura ambiente, as amostras foram examinadas em MET Zeiss EM 109, operado a 80
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KV, no Laboratério de Genética do Instituto Butantan. As imagens foram capturadas pela
camera Mega View lll, software ITEM, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Olympus,

Alemanha.

3.4.3.1 Imunocitoquimica ultraestrutural

3.4.3.1.1 Proteinas HPV16 L1 e HPV16 L2

Para a imunocitoquimica ultraestrutural foi utilizado o protocolo especial para o
processamento de células para anélise em microscopia eletrénica de transmissao. As células
293-F cotransfectadas foram coletadas em tubo tipo Falcon de 15 mL, centrifugadas a 200 x g
por 5 minutos, lavadas duas vezes em PBS para remocdo de residuos de meio de cultura e
debris celulares e uma vez em tampao fosfato de sodio a 0,1M pH 7,2. As células foram entéo
fixadas em solucdo tampdo fosfato de sédio a 0,1M pH 7,2 acrescidos de 3,5% de sacarose,
4% de paraformaldeido (paraformaldehyde, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missori, Estados
Unidos) e 1% de glutaraldeido, incubadas por 2 h em temperatura ambiente. Em seguida as
células foram lavadas duas vezes de 30 minutos cada, com solugdo tampao fosfato de sédio a
0,1M pH 7,2 acrescida de 3,5% de sacarose e lavadas duas vezes com PBS por 10 minutos.
As células foram desidratadas utilizando uma série de etanol a 50%, 70% e 80% por 15
minutos cada. A pré-embebicdo foi feita em resina acrilica LR White (LR White resin,
Electron Microscopy Sciences, Hatfiedt, Pensilvania, Estados Unidos) e alcool 70% na
proporcéo de 2:1, por 1 hora. A embebicdo foi feita em resina LR White a 100% por 1h,
posteriormente a resina foi trocada por resina 100% e incubadas por 18 h. A seguir, a resina
foi novamente trocada e mantida por 30 minutos e as amostras distribuidas em capsulas de
gelatina preenchidas com nova resina e polimerizadas a 60 °C, por 48 h. As centrifugacdes
para troca de resina foram realizadas a 500 x g por 10 min. Os blocos foram cortados
utilizando um ultramicrétomo e os cortes ultrafinos foram montados sobre grades metélicas
de niquel de 300 mesh pré-revestidas com parlodio a 2% em acetato de amila e carbono.

Para a imunomarcacdo os cortes ultrafinos foram incubados com 0s mesmos
anticorpos primarios anti-L1 e anti-L2 citados anteriormente, diluidos a 1:100 (anti-L1) e 1:50
(anti-L2) em PBS contendo 0,01% de Tween 20 e 0,5% de BSA por 3 h em camara imida, a
temperatura ambiente, em seguida lavados quatro vezes com PBS contendo 1% de BSA, por 5

minutos cada.
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A seguir, os cortes foram incubados com os anticorpos secundarios anti-lgG
camundongo (Sigma-Aldrich®), e anti-lgG coelho (Sigma-Aldrich®), complexados com
particulas de ouro coloidal de 10 nm para detectar a proteina L1 e 15 nm para L2, diluidos
1:100 em PBS contendo 0,01% de Tween 20 e 1,5% BSA, durante 1 hora, em camara umida,
a temperatura ambiente. A seguir os cortes foram lavados quatro vezes com salina contendo
1% de BSA, por 5 minutos cada e uma lavagem com &gua destilada em jatos suaves para
remocao de particulas inespecificas. Foi realizada a contrastacdo negativa com acetato de
uranila a 2% em solucdo aquosa e ap0s a secagem das amostras foram examinadas em MET
Zeiss EM109, operado a 80 kV, no Laboratorio de Genética, do Instituto Butantan. As
imagens foram capturadas pela camera Mega View Ill, software ITEM, Olympus Soft

Imaging Solutions GmbH, Olympus, Alemanha.

3.4.3.1.2 Andlise de VLPs

Para o ensaio imunocitoquimico, 10 pl de amostras do lisado celular clarificado foram
colocados em grades de niquel 300 mesh, revestidas com colddio a 2% em acetato de amila e
carbono, durante 1 minuto a temperatura ambiente. A seguir, 0 excesso de amostra da grade
de niquel foi removido com papel de filtro. As amostras foram incubadas com o anticorpo
primario anti-HPV16 L1 e o anticorpo anti-HPV16 L2, diluidos 1:100 em PBS contendo
0,01% de Tween 20 e 0,5% BSA, durante 2 horas em camara Umida a temperatura ambiente.
Foram lavadas em PBS, antes da incubacdo com os anticorpos secundarios IgG de cabra anti-
IgG de camundongo e IgG de cabra anti- 1gG de coelho (Sigma-Aldrich®), complexados com
particulas de ouro coloidal de 10 nm para detectar L1 e 15 nm para L2, diluidos 1:100 em
PBS contendo 0,01% de Tween 20 e 1,5% BSA, durante 1 hora, em cémara Umida, a
temperatura ambiente. A seguir, as grades contendo as amostras foram lavadas quatro vezes
com salina contendo 1% de BSA, por 5 minutos cada e uma lavagem com agua destilada em
jatos suaves para remocdo de particulas com ligacdes inespecificas. Foi realizada a
contrastacdo negativa com acetato de uranila a 2% em solucdo aquosa por 1 minuto e apds a
secagem das amostras a temperatura ambiente, foram examinadas em MET Zeiss EM 109,
operado a 80 kV, no Laboratorio de Genética, do Instituto Butantan. As imagens foram
capturadas pela cdmera Mega View lll, software ITEM, Olympus Soft Imaging Solutions

GmbH, Olympus, Alemanha.
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3.5 Obtencéo do lisado celular clarificado

As células 293-F foram cultivadas e transfectadas conforme descrito nos itens 3.1.2 e
3.3, respectivamente. As celulas ndo transfectadas e cotransfectadas com os vetores L1 e L2
foram coletadas 48 horas pos-transfeccdo, lavadas em PBS pH 7,4 por 3 vezes e centrifugadas
a 200 x g, por 10 minutos. O pellet celular obtido foi ressuspenso em solucéo tampao de lise
celular, contendo inibidor de protease, Sigma Fast™ Protease Inhibitor Tablets (Sigma
Aldrich™, Saint Louis, Missori, Estados Unidos), conforme instrucdes do fabricante. A
seguir, a suspensdo de células foi lisada utilizando 5 ciclos de agitacdo em vortex, seguida
pela incubagdo em gelo por 1 minuto cada. Os lisados celulares foram clarificados por
centrifugacdo a 500 x g, por 10 minutos e os lisados celulares clarificados foram armazenados

a -20 °C até o momento da analise.

3.6 Purificacdo de proteinas HPV16 L1 e L2

3.6.1 Precipitacdo com sulfato de amdnio

Para purificar as proteinas HPVV16 L1L2 intracelulares, as células cotransfectadas com
os vetores L1 e L2 foram lisadas, conforme item 3.5.

O lisado celular clarificado HPV16 L1L2 foi precipitado com sulfato de amonio a
45%, homogeneizado a 4 °C por 30 minutos e centrifugado a 12.000 x g a 4 °C, por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de PBS pH 7,2 estéril
e dialisado com tampéo fosfato pH 7,2 e 0,01 % de Tween 80 a 4 °C durante 72 horas, com

trocas de tampdo a cada 12 horas.

3.6.2 Cromatografia de exclusédo molecular

Apbs a dialise da amostra, foi realizada a cromatografia de exclusdo molecular com a
resina Sephacryl™ 300-HR (Sigma-Aldrich™, Saint Louis, Missori, Estados Unidos),
utilizando uma coluna de polipropileno de 10 mL (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missori,
Estados Unidos) conectada a uma bomba peristéltica (PUMP P-50, Amersham Biosciences).
A coluna cromatogréafica foi manualmente empacotada no laboratério, com 3 ml de resina.
Inicialmente, foi realizada a lavagem da resina com agua destilada, para a retirada de solucao

preservativa. A seguir a coluna foi equilibrada com 5 volumes da coluna (5 VC), com a



50

solucdo de 10 mM de fosfato de sodio pH 7,2; 0,15M de NaCl e 0,01 % de Tween-80. O
volume de 0,5 mL de lisado celular clarificado, com contetdo proteico total determinado pelo
método de BCA (acido bicinconinico) foi aplicado na coluna pré-empacotada, com fluxo de
0,5 mL/minuto. As proteinas foram eluidas com a mesma solucdo de 10 mM de fosfato de
sodio pH 7,2; 0,15M de NaCl e 0,01 % de Tween-80 e coletadas as fragdes de 0,25 mL de
amostras em microtubos siliconizados. Ap6s o término do processo, a coluna empacotada foi
lavada com agua destilada e mantida em solucao de etanol 20% a 4 °C. As fracGes purificadas
coletadas foram analisadas, quanto a concentracdo de proteinas, SDS-PAGE e Western-

blotting.

3.6.3 Cromatografia de afinidade

Outra condicdo de purificacdo das proteinas L1L2 foi realizada, utilizando a
cromatografia de afinidade. As etapas de precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio a
45% de saturacdo e a dialise foram realizadas de acordo com o item 3.6.1. No procedimento
de purificagdo, foi utilizada a coluna de afinidade pré-empacotada HiTrap™ Heparin HP (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia), acoplada a uma bomba peristaltica (PUMP P-50, Amersham
Biosciences).

Inicialmente a coluna foi lavada com 5 VC de &gua destilada, para retirada da solucédo
preservativa. Apds esse periodo, a coluna foi equilibrada com 5 VC de solu¢do tampdo de
fosfato de sédio pH 7,0 contendo 0,3 M NaCl e 0,01% Tween 80. O volume de 0,3 mL de
amostra foi aplicado na coluna, com fluxo de 0,5 mL/minuto e a seguir, a coluna foi lavada
com a solucdo tampéo de fosfato de sédio pH 7,2 com 0,3 M NaCl e 0,01% Tween 80. As
proteinas adsorvidas a resina foram eluidas em solucdo tampéo de fosfato de sédio pH 7,2
contendo 1,0 M NaCl e 0,01% Tween 80, com um fluxo constante de 0,5 mL/minuto. As
fracdes eluidas de 0,25 mL foram coletadas em microtubos siliconizados e a seguir, a coluna
foi lavada com agua destilada, mantida em alcool 20% e armazenada a 4 °C. As fragdes

eluidas foram analisadas quanto a concentracédo de proteinas, SDS-PAGE e Western-blotting.
3.7 Dosagens de proteinas
Para a dosagem de proteinas durante os ensaios de purificacdo e caracterizacdo foi

utilizado o Kit “BCA - Protein assay Kit” (Pierce, Rockford, Illinois, Estados Unidos),

baseado no método do &cido bicinconinico. A determinacéo foi realizada conforme instrucdes
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do fabricante para microensaios, para detectar a concentragdo de 5 a 250 pug/mL de proteina
total. Em uma microplaca de 96 pocos foram pipetados 25 pL da amostra em teste, ou com 0
padrdo de solucdo de BSA. A seguir, 200 pL da mistura do reagente A e B foram adicionados
em cada pogo, sendo 50 partes do reagente A e 1 parte do reagente B. A microplaca foi
incubada a 37 °C por 30 minutos e a leitura realizada a 570 nm em um leitor de placas
(Multiskan Ex, Labsystems Uniscience), do Laboratério de Genética do Instituto Butantan. O

conteudo proteico foi calculado empregando-se 0 BSA como padréo.

3.8 Caracterizacgdo de proteinas L1e L2

3.8.1 SDS-PAGE 10%

As amostras das fragdes purificadas, lisado celular clarificado L1L2 e as células 293-F
ndo transfectadas foram analisadas em relagcdo ao grau de pureza por eletroforese em gel de
poliacrilamida, acrescido de dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE), método descrito por
Laemmli (1970). A concentracdo do gel de separacao utilizada foi de 10% de poliacrilamida.
As amostras foram diluidas em tampédo de amostra, contendo 0.0625 mM, Tris/HCI pH 6,8;
10% SDS, 0,02% azul de bromofenol, 20% glicerol e 2% B-mercaptoetanol, sob condicéo
redutora e usado como padrdo de massas moleculares, o BenchMark™ ProteinLader,
Invitrogen™. Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi corado pelo método de coloracdo de
prata (BLUM; BEIER; GROSS, 1987).

3.8.2 Western-blotting

Para a realizacdo deste ensaio, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS/PAGE a 10% em condicdes redutoras, como mencionado no item 3.8.1.

As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Trans-Blot Transfer
Membrane, BioRad, Benicia, California, Estados Unidos). Para isso, os géis foram colocados
sobre as membranas de nitrocelulose envoltas por folhas de papel de filtro e espuma, em uma
cuba de transferéncia (Trans-Blot SD, BioRad, Benicia, California, Estados Unidos), com
tampéo de transferéncia, contendo glicina 250 mM, SDS 1% e metanol 20% em tampao Tris-
HCL 25 mM, pH 8,3, sob amperagem de 400 mA, a 4 °C por 1 hora. A seguir, as membranas

foram coradas com solucdo de Ponceau, para verificar a eficiéncia da transferéncia e para a
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identificacdo das bandas do padrio de massas moleculares (BenchMark™ Protein Lader,
Invitrogen™).

As membranas contendo as proteinas foram bloqueadas com 0,05% PBS-T (Tween
20) contendo 5% de leite desnatado por 16 horas a 4 °C. Em seguida as membranas foram
lavadas com 0,05% PBS-T (Tween 20) por 3 vezes de 10 minutos cada. As membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios: para a proteina L1 foi usado o soro monoclonal anti-
HPV16 L1 (Camvir-1), diluido 1:500 e para proteina L2, utilizado o soro policlonal anti-
HPV16 L2 diluido 1:50 ou soro monoclonal HPV16 L2 (1-40 aa) (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, Texas, Estados Unidos) diluido 1:10 em PBS-T com leite desnatado por 1 hora, a
temperatura ambiente, sob agitacdo. As membranas foram lavadas trés vezes em PBS-T, por
10 minutos cada, sob agitacdo e incubadas com os anticorpos secundarios anti-lgG de
camundongo (L1) e anti-IgG de coelho (L2), ambos conjugados a peroxidase e diluidos 1:500
em PBS-T com leite desnatado por 1 hora, a temperatura ambiente. As membranas foram
novamente lavadas por trés vezes de 10 minutos cada e reveladas com reagentes para
deteccido de peroxidase por quimioluminescéncia, utilizando o kit Novex® ECL HRP
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen™). Em um ambiente escuro, as
membranas foram expostas ao filme Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Hatfield,
Hertfordshire, Reino Unido). Apos a revelagdo do filme utilizando o revelador e fixador
Dental Kodak, foi realizada a lavagem, secagem natural e digitalizacdo com o scanner HP

Scanjet G4050 e o software HP Photosmart Premier.

3.8.3 Imunogenicidade das VLPs L1L2

3.8.3.1 Imunizacdo dos animais

Para avaliar a resposta imunoldgica induzida pelas VLPs L1L2 foram utilizados
grupos de seis camundongos Balb/c, entre 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério
Central do Instituto Butantan. Para os experimentos de imunizagdo, foram preparadas as
formulacBes vacinais utilizando 20 pg das proteinas eluidas (pool) da cromatografia de
afinidade, e dialisadas em solucdo tamponada pH 7,4 contendo 0,3M NaCl e 0,01% Tween80.
As amostras dialisadas foram diluidas em 250 pl de solucdo tamponada pH 7,4 contendo 200
ug de hidroxido de aluminio (AIOH3). Os animais foram imunizados por via subcutanea, com
trés doses de 250 pl das vacinas formuladas, distribuidas em um intervalo de 15 dias (0, 15 e

30 dias). Um grupo de animais foi vacinado com amostras de VLPs L1L2, contendo
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hidréxido de aluminio como adjuvante. Um segundo grupo de animais foi imunizado com 20
Hg de VLPs L1L2 sem adjuvante. Um grupo controle foi imunizado com solucéo fisiologica
0,85%. Duas semanas apds a imunizacdo com a terceira dose das respectivas preparacoes,
foram realizadas as sangrias dos animais para a avaliacdo da producao de anticorpos. Antes da
primeira imunizagdo foram coletadas e armazenadas as amostras dos soros pré-imunes dos
animais. Ap0s as coletas individuais dos animais, os soros foram mantidos por 30 minutos a
37 °C, deixados pelo mesmo periodo a 8 °C, centrifugados e armazenados a -20 °C até a

realizacéo dos ensaios.
3.8.3.2 Titulacéo dos soros anti-HPV16 L1 e L2

A sorologia de anti-HPV16 L1 e anti-HPV16 L2 foi realizada pelo método de ELISA
(Enzyme-linked Imunosorbent Assay) indireto. Microplacas descartaveis de 96 pogos de
fundo plano foram sensibilizadas com diferentes concentracdes de proteinas HPV16 L1 ou
HPV16 L2, diluidas em 100 pL de solucdo tampédo carbonato a 100 mM, pH 9,6 e mantidas
overnight a 4 °C, em camara Umida. Os pocos foram lavados com PBS-Tween20 a 0,05%
(PBS-T) por trés vezes e bloqueados com 200 uL BSA a 3% em PBS, por 2 horas a 37 °C.
Apo6s a lavagem da placa por trés vezes com PBS-T, foram realizadas as dilui¢fes seriadas
iniciadas a partir de 1:50, das amostras de soros controle e dos animais (pool) imunizados
com HPV16 L1L2, na presenca ou auséncia de adjuvante, diluidas em 100 uL de PBS-BSA a
1%, adicionadas aos pocos e incubadas por 2 horas a 37 °C, em camara Umida. Apds a
lavagem com PBS-T, foi adicionado 100 pL do anticorpo 1gG de cabra anti-lgG de
camundongo conjugado & peroxidase (Sigma Aldrich®) diluido 1/3000 e incubado por 1 hora
a 37 °C. As placas foram lavadas e reveladas com 100 pL de solucdo tampéo citrato-fosfato
pH 5,0 contendo orto-fenilenodiamina (OPD) e &gua oxigenada (H.0O,), por 15 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. A reacdo de revelacdo foi interrompida com 50 pL de
acido sulfurico (H2SO4) 4,5 N e a leitura da absorbancia foi realizada a 492 nm em um leitor
de placas Multiskan Ex (Labsystems Uniscience) (AIRES et al., 2006; KARANAM et al.,
2009; VAN DER BURG et al., 2001).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do sistema de expressdo em células em suspensao

4.1.1 Células 293-F

As células 293-F sdo derivadas da linhagem celular HEK 293, proveniente de uma
linhagem permanente estabelecida de células embrionérias de rim humano, transformado pelo
DNA de adenovirus humano tipo 5 (GRAHAM et al., 1977; HARRISON; GRAHAM,;
WILLIAMS, 1977). As células 293-F foram adaptadas para o crescimento em suspensao e em
meio isento de soro fetal bovino. Estas células foram preparadas a partir de poucas passagens
do banco de células mestre, derivadas de células parentais 293-F, que foram reclonadas em
dilui¢bes limitantes. Os derivados clonais 293 das culturas foram mantidos isentos de soro
fetal bovino, por apenas 30 - 35 passagens totais (MANUAL INVITROGEN, 2007).

A morfologia da célula 293-F controle, ndo transfectada, foi visualizada por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), utilizando o processamento convencional. A
célula 293-F apresenta uma estrutura organizada, com as membranas organelares, plasmatica
e nuclear integras. No nlcleo a eucromatina apresenta uma distribuicdo ndao uniforme, com
areas de coloracdo mais clara e 0 DNA menos condensado e ativamente transcrito. A regido
de heterocromatina apresenta-se com areas de colora¢do intensa de DNA gendmico, altamente
condensado e transcricionalmente inativo. O nucléolo constituido por RNA, apresenta-se
bastante desenvolvido e com morfologia bem definida, frequentemente visualizado em células
metabolicamente ativas na producdo das subunidades ribossomicas 40S e 60S, constituidas
por RNA ribossémico (RNAr) e proteinas ribossomais importadas do citoplasma. Nestas
células apresenta coloracdo bastante eletrondensa e na por¢do mais periférica é possivel
visualizar as subunidades ribossomais como pontos escuros dispersos por toda a matriz
nuclear. No citoplasma vemos os ribossomos que em células de mamiferos possuem 80S,
encontrados livres, associados entre si, formando polirribossomos e associados ao reticulo
endoplasmatico rugoso. As demais organelas bem distribuidas e preservadas, como as
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, complexo de Golgi, lisossomos e vacuolos,

caracterizando uma célula com metabolismo bastante intenso (Figura 13).
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Figura 13 - Micrografia eletronica de corte ultrafino de célula 293-F néo
transfectada. Processada por protocolo convencional para
MET e contrastada com acetato de uranila e citrato de
chumbo. Nducleo (N), nucléolo (nu), citoplasma (C),
mitocondria (m). MET Zeiss EM109, operado em 80 kV.
Aumento original: 3.000x.

4.1.2 Cultivo celular

As células 293-F cultivadas em suspensdo em meio isento de soro fetal e sob agitacdo
orbital, apresentaram elevada eficiéncia no crescimento celular. A figura 14 mostra o cultivo
dessas células, apresentando alta concentracdo celular, permitindo o sub-cultivo a cada 3-4
dias. A viabilidade celular foi comprovada pela técnica de exclusdo de Azul de Tripan,
podendo ser observada a presenca de células viaveis, transparentes e auséncia de coloracéo
azulada das células (Figura 14).
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Figura 14 - Cultivo de células 293-F em suspenséo em
meio livre de soro fetal bovino.
Visualizagdo de células vidveis pelo Azul
de Tripan. Microscopio invertido Leica
DMIL. Aumento: 200x.

No cultivo de células 293-F normais, ndo transfectadas em meio livre de soro, pode
ser observado elevado crescimento celular, com os nucleos corados em azul pelo DAPI e

visualizados por microscopia de epifluorescéncia, conforme mostra a figura 15.

Figura 15 - Ensaio de Imunofluorescéncia de celulas 293-F ndo transfectadas
(controle). Em (A) a marcagdo com DAPI, delimitando o nulcleo
(azul). Em (B) o contraste de fase das células. Microscépio Nikon
Eclinse Ni. Aumento: 200x.
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4.2 Expressao e localizacao da proteina L1 por Microscopia de Epifluorescéncia

As células 293-F transfectadas com o vetor pUF3/L1h foram analisadas por
imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpo monoclonal anti-HPV16 L1 e anticorpo
secundario 19gG de cabra anti-IgG de camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor®
488. A figura 16 mostra a expressao intracelular da proteina L1 apds 48 horas de transfeccdo,

com a visualizacao das células 293-F transfectadas (verde).

Figura 16 - Ensaio de Imunofluorescéncia de células 293F
transfectadas (verde) com os nucleos corados
com DAPI (azul). Microscépio Nikon Eclipse
Ni. Aumento: 400x.

A figura 17 mostra as células 293-F transfectadas com o vetor L1, em amostras
coletadas nos periodos de 6 h, 24 h, 48 h e 72 h pdés-transfec¢do, observando-se em todos 0s
tempos as proteinas L1 mais intensamente marcadas no nucleo celular, quando coradas com o

DAPI e visualizadas ao Microscopio de Epifluorescéncia.
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6h 24 h 48h 72 h

Figura 17 - Células 293-F transfectadas com vetor (pUF3/L1h) expressando a proteina
L1 detectada por imunofluorescéncia indireta. A proteina L1 foi visualizada
mais intensamente no ndcleo celular por microscopia de epifluorescéncia.
(A) Proteina L1 e anticorpo monoclonal anti-HPV16 L1 revelado por IgG
de cabra anti-lgG de camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor®
488 (verde) e nucleos visualizados com DAPI em azul; (B) Proteina L1 em
verde; (C) Nucleos celulares em azul. Microscopio Nikon Eclipse Ni.
Aumento: 400x.

4.3 Cinética da expresséo e localizagédo da proteina L1

Para avaliar a expressdo da proteina recombinante L1 pelas células 293-F foram
realizados os ensaios de imunofluorescéncia indireta, utilizando o anticorpo primario
monoclonal anti-L1 de HPV16. A expressdo intracelular da proteina heterologa L1 foi
demonstrada em todas as amostras coletadas nos tempos de 6 h, 24 h, 48 h e 72 h poés-
transfeccdo celular, utilizando o anticorpo especifico anti-HPV16 L1. Através da analise
qualitativa foi possivel observar que a maior expressdo da proteina L1 foi verificada ao redor
de 24 h apds a transfeccédo celular. Na célula ndo transfectada utilizada como controle, nao foi

observada expressdo da proteina L1. Na analise da localizacdo intracelular foi possivel
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observar as imunomarcacdes de L1 localizadas no citoplasma e distribuidas pelo interior do
nacleo celular (Figura 18).

A expressao da proteina recombinante HPV16 L1 foi avaliada por citometria de fluxo.
A analise dos graficos da porcentagem (%) de células expressando a proteina L1 e a média de
fluorescéncia permite observar que a maior expressdo da L1 ocorre ao redor de 24 h apos a
transfecgdo celular. Este resultado confirma a analise realizada em microscopia confocal.

A proteina recombinante L1 foi detectada pelo anticorpo monoclonal anti-HPV16 L1 e
secundario 1gG de cabra anti-lgG de camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor®
488. Para cada experimento foram realizadas leituras de 10.000 eventos e as porcentagens de
células expressando a proteina L1 e as médias das intensidades de fluorescéncia de cada
amostra foram utilizadas para a comparacdo da expressdo da proteina L1, em diferentes
tempos de amostragens.

As curvas da cinética de expressao celular mostraram que nos tempos de 6 h, 24 h, 48
h e 72 horas poés-transfeccdo, aproximadamente 83%, 78%, 71% e 57% das células
expressaram a proteina L1, respectivamente, conforme mostra o grafico 1A.

O perfil da curva cinética de emissdo da fluorescéncia para L1 mostrou que no tempo
de 24 h pos-transfeccdo ocorre 0 maior aumento de expressdo da proteina L1, evidenciado
pelo aumento do valor médio de intensidade da fluorescéncia, em comparacdo aos tempos de
6 h, 48 h e 72 h (Gréfico 1B).



Grafico 1 - Cinética de expressdo da proteina L1 em células 293-F por citometria de
fluxo. Células 293-F transfectadas marcadas com o anticorpo anti-HPV16
L1 e reveladas com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 488. (A) Resultados em
porcentagens de células. (B) Resultados em médias de fluorescéncias.
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Controle

Figura 18 - Cinética de expressdo da proteina L1 em células 293-F transfectadas com o vetor
(pUF3/L1h) por microscopia confocal. Células observadas em diferentes tempos de
transfeccéo, variando de 6 h a 72 h. (A) Sobreposi¢do das imagens B e C; (B) Proteina
L1 + anticorpo monoclonal anti-HPV16 L1 revelado com IgG de cabra anti I1gG de
camundongo conjugado ao AlexaFluor® 488 (verde); (C) Canal de luz transmitida -
DIC. Controle negativo - célula 293F. Aumento: Objetiva C-Apocromatica 63x/1.4
Oleo. Barra: 10 pm.
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4.4 Cinética de expressdo das proteinas L1 e L2

Para avaliar a curva da cinética de expressdo das proteinas L1 e L2 por microscopia
confocal, as células 293-F foram cotransfectadas de forma transiente com ambos os vetores
pUF3/L1h e pUF3/L2h. Ap6s o periodo de 6 h, 12 h, 24 h, 36 h e 48 h pos-transfecgdo, as
células foram analisadas por imunofluorescéncia indireta, utilizando os respectivos anticorpos
primarios, monoclonal anti-HPV16 L1 e policlonal anti-HPV16 L2. Foi observada a
expressao das proteinas L1 e L2 em todas as amostras analisadas e a maior expressdo de
ambas ocorre ao redor de 48 horas pos-transfeccdo. A analise da localizagdo dessas proteinas
permitiu visualizar a expressdo intracelular das proteinas L1 (verde) e L2 (vermelho)
distribuidas no citoplasma e nucleo celular (Figura 19).

O grafico 2A mostra a curva de expressdo das células para ambas as proteinas, L1 e
L2 por citometria de fluxo, sendo possivel observar que nos tempos de 12 h (78%), 24 h
(85%) e 36 h (87%) pobs-transfeccdo ocorre um aumento gradual na expressdo das células e
em 48 h (79%) ha uma ligeira queda na expressao intracelular.

O grafico 2B mostra a analise da curva de intensidade de fluorescéncia para a proteina
L1 (linha azul), evidenciado pelo aumento do valor médio de intensidade de fluorescéncia.
Pode ser observado um aumento gradual nos valores de fluorescéncia até atingir 48 horas pos-
transfeccéo.

O perfil da curva de intensidade de fluorescéncia para a proteina L2 (linha vermelha)
demonstra que a fluorescéncia das células transfectadas em 48 horas foi superior, em
comparagdo com outros tempos de cotransfeccdo (6 h, 12 h, 24 h e 36 h).

As analises comparativas de expressao das proteinas L1 e L2, baseadas nas curvas de
expressao das células e das intensidades de fluorescéncia, mostram que o tempo de
otimizacdo dessas proteinas ocorre em 48 horas pés-transfeccdo, apesar do porcentual de
células expressando as proteinas ser menor em comparagdo aos outros tempos (79%). Os
experimentos posteriores foram realizados com o tempo de 48 h pds-cotransfeccdo das células
293-F, para a expressdo das proteinas HPV16 L1 e HPV16 L2.
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Gréfico 2 - Cinética de expressdo das proteinas L1 e L2 em células 293-F, por citometria de
fluxo. Células 293-F cotransfectadas marcadas para L1 com o anticorpo
monoclonal anti-HPV16 L1 e revelada com AlexaFluor® 488 anti-1gG e a proteina
L2 com anticorpo policlonal anti-HPV16 L2 revelado com AlexaFluor® 633 anti-
IgG. (A) Porcentagens de células. (B) Médias de fluorescéncias.
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Figura 19 - Cinética de expressao das proteinas L1 e L2 em células 293-F cotransfectadas com os vetores
(pUF3/L1h) e (pUF3/L2h). Células observadas em diferentes tempos de cotransfeccéo,
variando de 6 h a 48 h. (A) Sobreposicdo das imagens B e C; (B) Proteina L1 e anticorpo
monoclonal anti-HPV16 L1 revelado com IgG de cabra anti-IgG de camundongo conjugado
ao fluorocromo AlexaFluor® 488 (verde); (C) Proteina L2 e anticorpo policlonal anti-HPV16
L2 revelado com 1gG de cabra anti-IgG de coelho conjugado ao fluorocromo AlexaFluor®
633 (vermelho); (D) Canal de luz transmitida - DIC. Aumento: Objetiva C-Apocromatica

63x/1.4 Oleo. Barra: 10 um.



63

Em células 293-F, utilizadas como controles, ndo foram encontradas imunomarcacgdes

para L1 e L2, conforme mostra a figura 20.

A B [ ‘
Figura 20 - Célula 293-F utilizada como controle,
visualizada por microscopia confocal. (A)
Canal de luz transmitida (DIC), (B)
Imunofluorescéncia. (C) Sobreposicao das
imagens A e B. Aumento: Objetiva C-

Apocromatica 63x/1.4 Oleo. Barra: 10
pm.

4.5 Expressdo e localizagdo das proteinas L1 e L2 por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET)

A expressdo das proteinas L1 e L2 de HPV16 foi confirmada por imunocitoquimica
ultraestrutural utilizando MET. As células 293-F cotransfectadas com ambos os vetores L1 e
L2 foram imunomarcadas com os anticorpos primarios anti-L1 do HPV16 (Camvir-1) e anti-
L2, e com anticorpos secundarios conjugados a particulas de ouro coloidal de 10 nm e 15 nm,
respectivamente. As imunomarcacOes especificas com ouro coloidal das proteinas L1 e L2
podem ser visualizadas em toda célula, localizando-se no interior do nucleo, nucléolo e

dispersas no citoplasma das células 293-F cotransfectadas (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Imunocitoquimica ultraestrutural. Célula 293-F cotransfectada e imunomarcada
para L1 com particulas de 10 nm (seta azul) e L2 com particulas de 15 nm
(seta vermelha) no nucleo (N), nucléolo (nu) e citoplasma (C). Aumento

original 10.000x. Barra: 2um.

Figura 22 - Imunocitoquimica ultraestrutural. Célula 293-F cotransfectada e imunomarcada
para L1 com particulas de 10 nm (seta azul) e L2 com particulas de 15 nm (seta
vermelha) no nucleo (N) e citoplasma (C). Aumento original: 17.000x. Barra:

lpum.
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Para avaliagdo da presenca de proteinas L1, L2 e VLP, o lisado celular clarificado foi
imunomarcado com ambos 0s anticorpos primarios anti-L1 e anti-L2, seguido pela marcacdo
com anticorpo secundario conjugado a particulas de ouro coloidal de 10 nm e 15 nm,
respectivamente. A analise por MET permitiu observar a formacdo de agregados proteicos,
indicativo de autoestruturacdo para formar as particulas semelhantes a virus (VLPs), com
tamanhos variando de 20 nm a 55 nm de didametro. Também foi possivel observar a presenca

de VLPs imunomarcadas para proteinas L1 e L2 (Figura 23).

Figura 23 - Lisado celular clarificado HPV16 L1L2. (A) VLPs
imunomarcadas com proteina L1 (seta azul) e L2 (seta
vermelha). Tamanho aproximado das particulas em
formac&o (setas amarelas): 20 nm. (B) Formagédo de VLP
(seta amarela), tamanho de 55 nm. Aumento original: (A)
30.000x, (B) 60.000x. Barras: (A) 100 nm. (B) 50 nm.

4.6 Purificagéo de proteinas HPV16 L1L2

No processo de purificacdo das proteinas L1 e L2 foram utilizados os lisados celulares
clarificados de proteinas HPV16 L1 e L2, obtidos a partir de células 293-F cotransfectadas
com os vetores para L1 (pUF3L1h) e L2 (pUF3L2h). Neste protocolo, o extrato celular
HPV16 L1L2 foi lisado, clarificado e a seguir, precipitado com sulfato de aménio para a
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retirada dos contaminantes, seguido pela diélise antes da purificacdo por cromatografias de

exclusédo molecular ou afinidade, conforme mostra a figura 24.

| Centrifugagdo
v > 500 g por 10 min.
Precipitacdo com sulfato de aménio
45%
| Centrifugacao
¢ 12.000 g por 10 min.
Dialise

l

Cromatografia de exclusdo molecular
ou afinidade

l
| T

Figura 24 - Fluxograma das etapas de purificagdo de proteinas HPV16 L1L2.

4.6.1 Cromatografia de exclusdo molecular

Para a purificacdo das proteinas por cromatografia de exclusdo molecular foram
realizadas varias tentativas de purificacdo, no primeiro ensaio foram coletadas 10 amostras
dos eluidos (dados nédo apresentados), com o pico da purificagdo ocorrendo ao redor de 1/3 do
volume da coluna, estando este resultado de acordo com o estudo realizado por Buck e
Thompson (BUCK; THOMPSON, 2007). Dessa forma, nas outras tentativas de purificacdo

foram analisadas somente as amostras coletadas neste intervalo de eluicéo.
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4.6.1.1 Concentracgdo de proteinas

A concentracdo de proteina total do lisado celular clarificado HPV16 L1L2 e das
fracdes purificadas da cromatografia foram quantificadas pelo método de BCA. Para o lisado
celular clarificado HPV16 L1L2, a concentracdo de proteina total obtida foi de 3,46 mg/mL.
A quantificacdo da fracdo eluida 1 da cromatografia de heparina foi correspondente a 1,88
mg/mL, a fracdo eluida 2 apresentou a concentracdo de 955 pg/mL e a fracdo 3 foi de 551,7
ug de proteina total por mL. O rendimento da proteina purificada na metodologia de excluséo

molecular foi de 48,9%.

4.6.1.2 SDS-PAGE 10%

O grau de pureza das amostras do lisado celular clarificado HPV16 L1L2 e das frag0es
eluidas da cromatografia de exclusdo molecular foram analisados por SDS-PAGE 10% em
condicdes redutoras e os resultados estdo apresentados na figura 25.

O perfil eletroforético do lisado celular clarificado apresentou uma banda de
aproximadamente 55 kDa, massa molecular semelhante a proteina L1. Foi observada a
presenca de uma proteina ao redor de 72 kDa semelhante a massa molecular da proteina L2,
além de outras bandas com peso molecular ao redor de 50 kDa, 60 kDa e 100 kDa (Figura 25,
canaleta 2).

O perfil eletroforético da fracdo eluida da cromatografia apresentou bandas de massas
molares ao redor de 50 kDa, 60 kDa, 72 kDa, 120 kDa e 140 kDa (Figura 25, canaleta 3).

Na fracdo eluida 2 foi visualizada bandas de massas moleculares ao redor de 50 kDa e
72 kDa (Figura 25, canaleta 4). Na fracdo eluida 3 foi observada a presenca de bandas de

aproximadamente 50 kDa e 72 kDa (Figura 25, canaleta 5).
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Figura 25 - SDS-PAGE 10% - Andlise eletroforética do
lisado celular clarificado e as fragfes eluidas
da cromatografia de exclusdo molecular.
Canaletas: 1 - Padrdo de massa molecular
(10 kDa a 220 kDa). 2 - Lisado celular
clarificado de células 293-F transfectada com
0s vetores para proteinas L1 e L2; 3 - L1L2
purificada (fragdo 1); 4 - L1L2 purificada
(fragdo 2); 5 - L1L2 purificada (fracdo 3).

4.6.1.3 Western-blotting

A expressdo intracelular das proteinas L1 e L2 do HPV16 foram analisadas por
Western-blotting. Na andlise da expressdo da proteina heter6loga L1 foi utilizado o anticorpo
monoclonal especifico anti-L1(Camvir-1) do HPV16. As analises do lisado celular clarificado
do HPV16 L1L2 e das fracdes eluidas 1, 2 e 3 da cromatografia de exclusdo molecular, estdo
apresentadas na figura 26.

No lisado celular clarificado HPV16 L1L2 foi reconhecida uma proteina de massa
molecular de aproximadamente 55 kDa, semelhante a massa molar da proteina L1 (Figura 25,
canaleta 3). No entanto, o lisado de células 293-F n&o transfectadas, utilizado como controle
negativo, ndo apresentou nenhuma proteina semelhante a proteina L1, reconhecida pelo
anticorpo anti-HPV16 L1 (Figura 26, canaleta 2).
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As fracbes 1, 2 e 3 purificadas apresentaram uma proteina especifica ao redor de 55
kDa, reconhecida pelo anticorpo monoclonal anti-HPV16 L1, semelhante ao mondmero da
proteina L1 (Figura 26, canaletas 4, 5 ,6), descritos anteriormente e referenciados pelo grupo.

As analises dos resultados de Western-blotting do lisado celular clarificado e das fracbes
eluidas da cromatografia de exclusdo molecular mostraram que as proteinas L1, em ambas as

amostras, foram expressas e reconhecidas pelo anticorpo monoclonal HPV16 L1.

KDa 1 2 3 4 5 6
220
160 —
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Figura 26 - Western-blotting do lisado celular clarificado HPV16
L1L2 e das fragbes purificadas para a proteina
HPV16 L1. Canaletas: 1 - Padrdo de massa molecular
(10 kDa a 220 kDa); 2 - Célula 293-F ndo
transfectada (controle negativo); 3 - Lisado celular
clarificado HPV16 L1L2; 4 - Fracdo eluida 1 da
cromatografia de exclusdo molecular; 5 - Fragéo
eluida 2; 6 - Fracdo eluida 3.

A andlise da expressao intracelular da proteina HPV16 L2 foi realizada por Western-
blotting, utilizando anticorpo policlonal anti-HPV16 L2.

O lisado celular clarificado e as fracdes da cromatografia de exclusdo molecular estéo
na figura 27. No lisado celular clarificado do HPV16 L1L2 foi observada uma banda de
massa molecular de aproximadamente 72 kDa, semelhante a massa molar da proteina L2, que
foi reconhecida pelo anticorpo policlonal anti-HPV16 L2.

As bandas imunorreativas de massas molares ao redor de 40 kDa, 50 kDa, 60 kDa, 90
kDa e 100 kDa também foram reconhecidas pelo anticorpo policlonal HPV16 L2 (Figura 27,

canaleta 2A). No lisado de células 293-F ndo transfectadas, utilizado como controle negativo,
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foram detectadas duas bandas de aproximadamente 50 kDa e 60 kDa (Figura 27, canaleta
3A).

Nas fracOes purificadas da cromatografia, a fracdo eluida 1 apresentou uma proteina
com massa molar ao redor de 72 kDa, reconhecida pelo anticorpo anti-HPV16 L2, além de
outras bandas ao redor de 60 kDa, 90 kDa e 100 kDa (Figura 27, canaleta 2B).

Nas fracGes eluidas 2 e 3, ambas apresentaram proteinas de aproximadamente 60 kDa
e 72 kDa, reconhecidas pelo anticorpo anti-HPV16 L2 (Figura 27, canaletas 3B e 4B
respectivamente). Uma proteina inespecifica de massa molar ao redor de 60 kDa, também foi

identificada na linhagem controle, ndo transfectada (Figura 27, canaletas 3A).
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Figura 27 - Western-blotting do lisado celular clarificado HPV16 L1L2 e das fragGes
purificadas da proteina HPV16 L2. Canaletas: 1A e 1B - Padrdo de massa
molecular (10 kDa a 220 kDa); 2A - Lisado celular clarificado de HPV16
L1L2; 3A - Célula 293-F ndo transfectada; 2B - Fracdo eluida 1, da
cromatografia de exclusdo molecular; 3B - Fracdo eluida 2; 4B - Fracdo
eluida 3.

4.6.2 Cromatografia de afinidade do HPV16 L1L2

4.6.2.1 Concentracao de proteinas

No processo de purificagdo das proteinas HPV16 L1L2 por cromatografia de afinidade

foram coletadas trés amostras dos eluidos, com volumes de 0,25 mL cada. As amostras do
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lisado celular clarificado HPV16 L1L2 e das amostras eluidas foram quantificados pelo
método de BCA. No lisado celular clarificado HPV16 L1L2 obteve-se o valor de 4,64 mg/mL
de proteina total, a fracdo eluida 1 apresentou a concentracdo proteica de 37,5 ug/mL, a fragédo
eluida 2 foi de 149,1 pg/mL e a fracdo eluida 3 foi de 262,5 ug de proteina total por mL. O

rendimento de proteina purificada nesta metodologia foi de 8,06%.

4.6.2.2 SDS-PAGE 10%

As andlises eletroforéticas das amostras do lisado celular clarificado HPVV16 L1L2 e das
fracOes eluidas da cromatografia de afinidade, estdo apresentadas na figura 28.

O lisado celular clarificado do HPV16 L1L2 apresentou bandas de massas moleculares ao
redor de 45, 50, 55, 60 e 72 kDa (Figura 28, canaleta 2). No lisado de células nédo
transfectadas (controle negativo) ndo foi detectada a presenga de proteinas (Figura 28,
canaleta 3).

Os perfis eletroforéticos das fracbes eluidas 1, 2 e 3 apresentaram bandas de massas
moleculares de aproximadamente 55 kDa e 72 kDa semelhantes as massas molares para as
proteinas L1 e L2, respectivamente, além da presenca de bandas ao redor de 45, 60 e 100 kDa

(Figura 28, canaletas 4, 5 e 6).
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Figura 28 - SDS - PAGE 10% - Andlise eletroforética do lisado celular
clarificado e das fragGes eluidas da cromatografia de afinidade.
Canaletas: 1 - Padrdo de massa molecular (10 kDa a 220 kDa);
2 - Lisado clarificado de células 293-F cotransfectadas com os
vetores para proteinas L1 e L2; 3 - Lisado de células 293-F néo
transfectadas; 4 - L1L2 purificada (fracdo 1); 5 - L1L2
purificada (fragdo 2), 6 - L1L2 purificada (fragéo 3).
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4.6.2.3 Western-blotting

O resultado do ensaio de Western-blotting da amostra HPV16 L1L2 purificada (eluidos 1
a 3 - pool) por cromatografia de afinidade, confirmam a presenca da proteina HPV16 L1,
reconhecida pelo anticorpo monoclonal especifico anti-HPV16 L1 (Camvir-1), com massa
molecular de aproximadamente 55 kDa (Figura 29, canaleta 2A). Uma banda imunorreativa,
com massa molecular de aproximadamente 72 kDa, correspondente a proteina L2, foi
detectada pelo anticorpo monoclonal anti-HPV16 L2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc).
Bandas de massas moleculares inferiores a 60 kDa foram também observadas (Figura 29B),
provavelmente resultantes da degradacédo proteica, ndo evidenciada no controle, apesar do uso

de inibidores de protease durante a lise celular.
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Figura 29 - Western - blotting das proteinas purificadas HPV16 L1L2
(eluidos pool) por cromatografia de afinidade. Canaletas:
1A - Padrdo de massa molecular (10 kDa a 220 kDa); 2A -
proteina L1 revelada pelo anticorpo monoclonal especifico
anti-HPV16 L1 (Camvir-1) e anticorpo secundério IgG de
cabra e anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase;
B - Proteina L2 detectada pelo anticorpo monoclonal anti-
HPV16 L2 e anticorpo secundario 1gG de cabra e anti-IgG
de camundongo conjugado a peroxidase.
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4.7 Avaliacéo dos anticorpos de camundongos imunizados com VLPs L1L2 de HPV16

4.7.1 Ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA

As avaliagOes dos titulos de IgG séricos de camundongos imunizados com a VLPs L1L2
foram realizados pelo método de ELISA indireto. Os anticorpos anti - L1 e L2 de seis animais
“pool” dos grupos controle e imunizados com HPV16 L1L2 na presenca e auséncia de
adjuvante foram analisados duas semanas apds a terceira dose de vacina e avaliados os niveis
séricos anti-L1 e anti-L2 do HPV16.

Inicialmente, a determinacdo da curva padrdo foi realizada utilizando diferentes
concentracdes de antigenos, sendo estabelecido que a curva com a concentracao de 8 ug/poco
de antigeno foi a que obteve a melhor resposta (dados ndo mostrados), assim foi utilizada essa
concentracdo nos ensaios subsequentes.

As titulacbes dos anticorpos séricos anti-HPV16 L1 e anti-HPV16 L2 foram
determinadas, conforme mostram as figuras 30 e 31. A proteina HPV16 L1 utilizada como
antigeno; foi testada com o “pool” dos soros dos animais imunizados com a preparacdo VLP
L1L2 e adjuvante (hidroxido de aluminio). Os resultados indicam que os anticorpos anti-L1
apresentaram titulos ao redor de 300, conforme mostra a figura 30. Os soros individuais dos
seis animais imunizados com a mesma preparacao VLP L1L2 e adjuvante foram testados para
HPV16 L1 e apresentaram titulos semelhantes aos obtidos no “pool” de soros com resultados
ao redor de 300 (dados ndo mostrados).

Os niveis de anticorpos anti-L1 e anti-L2 do grupo vacinado com VLP L1L2 na auséncia
de adjuvante, mostraram titulos baixos para anti-HPV16 L1 (1:50) e anti-L2 (1:20). Os soros
de animais dos grupos controle e pré-imunes testados ndo foram reativos em todos 0s ensaios.

A presenca de anticorpos anti-HPV16 L2 no “pool” de soros de camundongos
imunizados com a preparacdo VLP L1L2 com adjuvante foi detectada utilizando como
antigeno a proteina HPV16 L2 e os resultados mostram os titulos de anticorpos anti-HPV16

L2, ao redor de 30, conforme mostra a figura 31.
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Figura 30 - Titulagdo dos anticorpos anti- HPV16 L1 pelo método de Elisa

indireto. Grupos de animais imunizados por via subcutanea, com
as preparagdes VLP L1L2 com adjuvante, VLP L1L2 e solucéo
fisioldgica. Os soros de 6 animais (pool) foram testados
utilizando a HPV16 L1.
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Figura 31 - Anélise de anticorpos anti-HPV16 L2 pelo método de Elisa indireto.

Grupos de camundongos imunizados por via subcutanea, com 3 doses
de preparagbes VLP L1L2 com hidroxido de aluminio, VLP L1L2 e
solucdo fisiolégica. Os soros de seis animais (pool) foram testados,
utilizando a proteina HPV16 L2.
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4.7.2 Western-blotting

A especificidade do soro de camundongos imunizados com a preparagdo VLP L1L2
contendo hidroxido de aluminio, foi determinada pela analise de Western-blotting.

Os soros de camundongos imunizados com a prepara¢do VLP L1L2 com hidroxido de
aluminio reconheceram os mondémeros e dimeros de HPV16 L1, de massas molares de
aproximadamente 55 kDa e 120 kDa, respectivamente, na amostra de dialisado do HPV16
L1L2. Uma proteina de massa molar de 72 kDa, também foi detectada no soro de animais
imunizados (Figura 32 A, canaleta 4).

Nas fragdes dos eluidos 2 e 3 do HPV16 L1L2, os resultados indicam que apds a
vacinacdo ocorreu a inducdo de anticorpos especificos, através dos reconhecimentos de L1 e
L2 pelo soro (Figura 32 B, canaletas 9 e 10). No grupo de animais controle ndo imunizados,
ndo foram detectadas as proteinas L1 e L2 do HPV16 nas amostras do dialisado e nos eluidos
do HPV16 L1L2, no entanto, foi observada a presenca de proteinas ndo especificas ao redor
de 60 kDa (Figuras 32 A, canaleta 2, e 32 B canaletas 6 e 7).

220

(120 kDa) L1 —
100
(72kDa)L2 —p
60
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45

Figura 32 - Reconhecimentos de proteinas L1 e L2 pelos soros de camundongos imunizados com

a preparacdo VLP L1L2 com adjuvante e de animais ndo imunizados, em ensaios de
Western-blotting. Canaletas: 1, 3, 5, 8 - Padréo de massa molecular; A - Amostras de
dialisados HPV16 L1L2; 2 - Contra soros de camundongos ndo imunizados; 4 -
Contra soros de camundongos imunizados; B - Eluidos HPV16 L1L2: 6 - Eluido 2;
7 - Eluido 3, ambos contra soros de camundongos ndo imunizados; 9 - Eluido 2; 10 -
Eluido 3, ambos contra soros de camundongos imunizados com a preparacdo VLP
L1L2 com adjuvante. As proteinas foram reveladas com anticorpos secundarios 1gG
de cabra anti-1gG de camundongo conjugado a peroxidase.
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5 DISCUSSAO

O HPV representa uma grande importancia clinica mundial, por estar envolvido na
infeccdo sexualmente transmissivel mais frequente em todo 0 mundo, as verrugas anogenitais,
com incidéncia média elevada de 194,4 casos novos anuais e recorrentes em 100 mil homens
e mulheres, além de causar amplo espectro de neoplasias (WHO, 2014).

De acordo com os dados da OMS, nos ultimos 5 anos os indices de canceres cervicais
(+ 90%) e anais (90%) mantém-se elevados e houve um acréscimo de 40% para 50% dos
casos de cancer de pénis (WHO, 2007, 2012); fato que justifica o investimento em novas
estratégias para o controle deste agravo a saude publica.

Com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, a producdo de proteinas
heter6logas foi intensificada nos ultimos anos, o que permitiu o desenvolvimento da vacina
profildtica contra o HPV. As particulas semelhantes a virus (VLPs) de HPV tém sido
produzidas em varios sistemas de expressdo, utilizando células de leveduras (Gardasil, Merck
& Co.), insetos (Cervarix, Glaxo SmithKline), bactérias e mamiferos (AIRES et al., 2006;
CIANCIARULLO et al., 2010; HAGENSEE; YAEGASHI; GALLOWAY, 1993; ZHANG et
al., 1998). Por ser o HPV um virus exclusivamente epitelial e dependente da diferenciacdo dos
queratindcitos para completar seu ciclo de vida, limitando a sua obtencdo, uma alternativa
seria a utilizacdo da tecnologia de DNA recombinante.

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de VLPs L1L2 de HPV16, utilizando o
sistema de expressao heter6loga em células epiteliais humanas em suspenséo e a avaliacdo da
imunogenicidade em modelo murino, com o propédsito de desenvolvimento de uma vacina
profilatica para HPV.

Neste estudo, o sistema de expressdo em células embrionarias humanas (HEK) foi
escolhido por ser amplamente utilizado na pesquisa em biologia celular por varios anos e
também usado na biotecnologia industrial, para a producdo de proteinas terapéuticas e na
terapia génica (CIANCIARULLO et al., 2010). A linhagem celular HEK 293 foi a primeira
linhagem transformada, usando o DNA do adenovirus humano tipo 5 (Ad5) (GRAHAM et al.,
1977). Desde o seu desenvolvimento, tornou-se uma das mais frequentemente utilizadas na
producdo de proteinas. Através da sua morfologia ultraestrutural observa-se uma célula com
metabolismo bastante intenso, caracterizada pela presenca de nucléolo bem desenvolvido e
abundancia de eucromatina, compativel com o observado durante o cultivo celular. Além
disso, apresenta vantagens como a facilidade de cultivo, transfecgdo e ocorréncia de processos

como a glicosilacdo de proteinas, fosforilacdo, formacdo de pontes de dissulfeto e outras
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modificacbes pds-traducionais essenciais para a fungdo das proteinas, facilitando a producédo
de proteinas similares as condigdes in vivo (BANDARANAYAKE; ALMO, 2014,
MOSSADEGH et al., 2004). Existem varias linhagens variantes da original e as células 293-F
adaptadas para crescer em auséncia de soro foi escolhida para a realizacéo deste estudo.

Vérias tentativas iniciais de cultivo foram realizadas para a adaptacao das células 293-
F as condi¢bes ambientais, sendo o estabelecimento do sistema em células 293-F em
suspensdo bem-sucedido no laboratorio. O sistema de cultivo baseado em células em
suspensdo apresenta vantagens em relacdo ao sistema aderente como: a facilidade de
manipulacdo devido ao crescimento em suspensdo e permite a producgdo de células em larga
escala, sendo um sistema de cultura ndo realizado anteriormente pelo laboratorio. A auséncia
de soro fetal bovino no meio de expressdo pode facilitar a purificacdo das proteinas de
interesse, eliminando o elevado teor de proteinas no meio e possiveis contaminantes, como
agentes adventicios.

A cultura de células 293-F em suspensdo demonstrou elevada eficiéncia de
crescimento, em meio isento de soro fetal e em condigcdes pré-estabelecidas, alcancando
elevada viabilidade e concentracdo celular, fatores que foram fundamentais para o uso do
sistema de cultivo em escala laboratorial.

Para a expressdo das proteinas recombinantes foram empregados os vetores pUF3L1h
(L1) e pUF3L2h (L2) humanizados e construidos sob regulacdo do promotor do
citomegalovirus (pCMV) (CIANCIARULLO et al., 2010). Os vetores com codons-otimizados
permitiram melhorar a eficiéncia da expressdo de proteinas intracelulares HPV16 L1L2. A
alteracdo na sequéncia dos genes dos cddons, para aqueles mais frequentes em genes
humanos, sem a modificacdo na sequéncia da proteina, permitiram aumentar a expressao das
proteinas intracelulares. Diversos grupos mostram que os codons modificados para células
humanas resultaram no aumento da expressdo das células, para varios genes como E5, E7 e
L1 de HPV16 (CID-ARREGUI; JUAREZ; ZUR HAUSEN, 2003; DISBROW et al., 2003;
LEDER et al., 2001). Os vetores L1 e L2 utilizados nas transfecgdes foram construidos no
HPV tipo 16, considerado o mais prevalente em todo mundo, detectado em 50% dos casos de
carcinoma cervical e frequentemente utilizado no desenvolvimento de vacinas profilaticas e
terapéuticas para HPV (LEDER et al., 2001).

Os sistemas de transfeccbes e cotransfecgdes celulares foram realizados
eficientemente, em ambos os vetores pUF3L1h e pUF3L2h. A transfeccdo transiente por
lipofeccdo foi demonstrada pela eficiéncia na transfeccdo, com a expressao de niveis elevados
de proteinas estruturais HPV16 L1 e HPV16 L2. O sistema de transfec¢do de células 293-F
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por lipofeccdo demonstrou a mesma eficiéncia comparada com as células aderentes de outras
linhagens celulares, utilizadas anteriormente pelo grupo (CIANCIARULLO et al., 2010;
KAVATI et al., 2014; MARIGLIANI et al., 2012).

A expressdo da proteina HPV16 L1 apresentou altos niveis no periodo de 24 horas
pos-transfeccdo, por imunofluorescéncia e citometria de fluxo. Uma porcentagem elevada de
80% de celulas epiteliais humanas expressou a proteina recombinante L1 do HPV.

A expressao da proteina HPV16 L1 em células 293-F em suspenséo foi bem sucedida,
0 que conduziu para a realizacdo dos sistemas de expressdo das proteinas HPV16 L1L2,
utilizando os vetores pUF3L1h e pUF3L2h, nas mesmas condi¢des de expressdo da proteina
HPV16 L1. Embora ndo seja necessaria para a producdo de VLPs, um avan¢o na tecnologia
de VLPs seria a incorporacdo de L2 na particula, sugerindo-se aumentar a sua estabilidade
(CONWAY; MEYERS, 2009).

As proteinas heterlogas L1 e L2 mostraram elevada eficiéncia em 48 horas pos-
transfeccdo, por microscopia confocal e citometria de fluxo, demonstrando que cerca de 80%
das células expressaram as proteinas de interesse.

A localizacdo das proteinas estruturais L1 e/ou L2 produzidas em células transfectadas
e cotransfectadas foram analisadas por imunofluorescéncia indireta. Os resultados dos ensaios
sugerem as presencas de proteinas HPV16 L1 e HPV16 L2 no interior do nlcleo e dispersas
no citoplasma celular como descrito anteriormente (CIANCIARULLO et al., 2010; KAVATI
et al., 2014; MARIGLIANI et al., 2012). Um estudo demonstrou a presenca de fluorescéncia
do HPV11 L1 no citoplasma e nucleo celular, sendo que o elevado nivel de proteina L1 foi
expresso a partir do gene modificado, formando os agregados no citoplasma, que foram
transportados através dos poros do envoltério nuclear ou carioteca (MOSSADEGH et al.,
2004).

Os ensaios de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) confirmam a presenca das
proteinas HPV16 L1 e HPV16 L2 no citoplasma, nicleo e nucléolo celular. A anélise de
imunocitoquimica ultraestrutural permitiu identificar a presenca de estruturas, que sugerem
semelhangas com virus-like particles, as VLPs de HPV16 L1L2, apresentando tamanhos
heterogéneos, variando de 20 a 55 nm de didametro. Também foi possivel observar as VLPs
imunomarcadas com ouro coloidal, confirmando a presenca de proteinas do capsideo viral L1
ou L2.

Diversas tentativas foram realizadas durante o processo de purificagdo das VLPs

L1L2. O protocolo de purificacdo utilizado foi baseado na precipitacdo com sulfato de amonio
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a 45% no lisado celular HPV16 L1L2, antes da separacdo por cromatografia. Na etapa de
precipitacdo com sulfato de amonio, tem sido sugerida a remocédo dos contaminantes, sem
alteracdo da conformacdo das VLPs, como descrito anteriormente (KIM et al., 2010). O
tratamento com sulfato de amonio é uma etapa preliminar importante para o clareamento do
lisado celular, para o uso posterior nas etapas de cromatografias de exclusdo molecular ou
afinidade. Diversos estudos mostram que o tratamento com sulfato de amonio; permite
aumentar as ligac6es dissulfeto intermoleculares entre moléculas L1 vizinhas, proporcionando
uma maior estabilidade entre as proteinas L1 de HPV16 (CARDONE et al., 2014; KIM; LIM,;
KWAG, 2012).

A etapa de cromatografia de exclusdo molecular foi realizada nos ensaios preliminares
de purificacdo do lisado celular HPV16 L1L2, sendo uma metodologia bem estabelecida para
purificacdo de moléculas ou arranjos moleculares grandes, como os capsideos de HPV16
(BUCK; THOMPSON, 2007; CARDONE et al., 2014).

A cromatografia de afinidade de heparina foi o método selecionado mais promissor
para a purificacdo do lisado HPV16 L1L2, devido a heparina apresentar a vantagem de
selecionar a conformacéo intacta da VLP (KIM et al., 2010). O estudo realizado por Kim e
cols. relata que durante o processo de purificacdo de proteinas recombinantes, pode ocorrer a
interacdo entre a VLP e a resina, podendo afetar a estrutura e a imunogenicidade da VLP
purificada (KIM; LIM; KWAG, 2012). Na etapa inicial da infecgdo por HPV ocorre a ligacéo
do virus com o heparan sulfato dos proteoglicanos (HSPG) presentes na superficie celular
(DOOBAR et al., 2012; FRAZER; LEGGATT; MATTAROLLO, 2011). Ainda ndo esta
esclarecido, mas a heparina apresenta uma similaridade estrutural a HSPG, interagindo com
as VLPs em sua conformagéo correta e intacta, sendo um indicativo importante no controle de
qualidade das VLPs (KIM et al., 2010). Estudo de Joyce e cols. relata a presenca de uma
sequencia conservada na regido carboxi- terminal de L1, contendo aminoacidos do tipo
XBBBBXB, onde B=Arg ou Lys, sugerindo que pode mediar a interacdo entre VLP L1 e
heparina, nas quais mostra certa especificidade (JOYCE et al, 1999).

As condigdes de purificacdo sdo importantes para manutencdo da conformacdo das
VLPs, pois as VLPs recombinantes sdo instaveis e tendem a agregar-se em solucdo. A
presenca de um agente estabilizante, o surfactante ndo i6nico polissorbato 80 (Tween 80),
contribuiu no bloqueio das ligacGes inespecificas das proteinas, minimizando a agregacao dos
capsideos e evitando a perda de VLPs durante a purificacdo (BUCK; THOMPSON, 2007;
SHI et al., 2005). A utilizacdo de uma solugéo de alta concentracdo de NaCl também permitiu

0 bloqueio das interacdes inespecificas, impedindo a desnaturacdo e agregacdo (BUCK;
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THOMPSON, 2007).

Estudo de Shi e cols. demostrou que os capsideos dos papilomavirus podem interagir
inespecificamente com as superficies solidas dos recipientes de estocagem, como O
polipropileno, vidro e outros tipos de superficies, podendo dar inicio ao processo de
agregacao e para evit-las foram utilizados microtubos siliconizados nas coletas das amostras
(SHI et al., 2005).

As analises do grau de pureza das fracdes das cromatografias de exclusdo molecular e
afinidade por SDS-PAGE indicam a presenca de uma proteina de massa molecular ao redor
de 55 kDa, esperada para a proteina HPV16 L1 (BUCK; THOMPSON, 2007). Foi detectada
uma outra proteina de massa molar ao redor de 72 kDa, semelhante a mobilidade
eletroforética da proteina L2, como descrito anteriormente (CIANCIARULLO et al., 2010).
Relato de um estudo mostra que a proteina L2 apresenta massa molecular ao redor de 72 kDa
(HAGENSEE; YAEGASHI; GALLOWAY, 1993). A massa molecular estimada da proteina
L2 é de aproximadamente 55 kDa, apesar da andlise de SDS-PAGE apresentar massa
molecular entre 64- 78 kDa (WANG; RODEN, 2013a). A razdo desse fenbmeno ndo esta
esclarecida, quando ndo se conhecem as modificacbes pos- traducionais da L2, exceto na
modificacdo da proteina SUMO da lisina 35 do HPV16 L2 e em uma proteina L2 produzida
em bactéria foi encontrada uma massa molecular similar (WANG; RODEN, 2013a). Nas
andlises das fragcdes purificadas da cromatografia foi constatada a presenca de uma proteina
inespecifica de massa molecular ao redor de 66 kDa.

Os experimentos de SDS-PAGE e Western-blotting confirmam a identidade e os
tamanhos das proteinas recombinantes HPV16 L1L2 no lisado celular e nas amostras
purificadas das cromatografias. Na linhagem celular 293-F néo transfectada usada como
controle, ndo foram reconhecidas bandas de massas moleculares de L1 e L2, mas foram
visualizadas duas bandas inespecificas de massas molares ao redor de 50 kDa e 60 kDa,
reconhecidas pelos anticorpos anti- L1 e anti-L2.

A capacidade das VLPs L1L2 em induzir anticorpos neutralizantes em modelo animal
foi demonstrada através dos ensaios de Western-blotting e ELISA. As especificidades dos
anticorpos IgG séricos dos camundongos imunizados com as VLPs L1L2 frente as proteinas
L1 e L2, foram confirmadas pelas anélises de Western-blotting. Os anticorpos séricos anti -
VLP L1L2 reconheceram os mondmeros e/ou dimeros da proteina L1 e monémeros da
proteina L2 no lisado celular e nas duas amostras purificadas. Os soros de animais nao

imunizados usados como controle, ndo reconheceram as proteinas L1 e L2, mas foi observada
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uma proteina de massa molar ao redor de 60 kDa, também reconhecida na amostra de soros
imunizados com VLPs L1L2.

Os ensaios imunoenzimaticos de ELISA e Western- blotting revelaram a inducéo de
anticorpos 1gG sericos de VLPs L1L2 especificos, direcionados para as proteinas do capsideo
viral L1 e L2.

Os anticorpos séricos 1gG anti- L1 dos camundongos imunizados com VLPs L1L2
contendo adjuvante, mostraram niveis mais elevados ao redor de 300 em relacdo ao soro anti-
HPV16 L2, com valor ao redor de 30. Comparando-se os titulos dos soros anti-L1 e anti-L2
observa-se o titulo 10 vezes mais elevado com a L1 em relagdo a L2, sugerindo-se que a L2 é
menos imunogénica que a VLP L1.

Diversos estudos mostram que a resposta imune da proteina L2, quando apresentada
para o sistema imune na forma de VLP L1L2, a L1 responde de maneira dominante em
relacdo a resposta humoral especifica de L2, que apresenta uma resposta baixa ou indetectavel
devido a L2 ser pouco exposta na superficie do capsideo viral (JAGU et al., 2010; RODEN et
al., 2000).

A deteccdo de anticorpos anti-L1 e anti-L2 no soro dos animais imunizados com VLPs
L1L2 sem adjuvante mostrou que ndo foram eficientes e apresentaram titulos mais baixos em
comparacao ao grupo imunizado com adjuvante. Nos soros dos animais pré-imunes nao foram
observadas as presencas de anticorpos especificos.

Estudos demonstram que a presenca de VLPs imaturas apresentando alteracdes nas
estruturas conformacionais pode comprometer a eficiéncia da resposta imunoldgica. Nas
VLPs L1 imaturas as interacbes dissulfeto entre os capsOmeros adjacentes ndo estdo
totalmente consolidadas (CARDONE et al., 2014; CONWAY; MEYERS, 2009).

Os resultados gerados neste estudo sugerem que o antigeno vacinal VLP L1L2 pode
ser uma estratégia vacinal alternativa, podendo contribuir para o desenvolvimento de uma
vacina profilatica de segunda geracdo, para a preven¢do do cancer cervical e outros tipos de

canceres associados ao HPV.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo o sistema de expresséao utilizando células de mamiferos em suspenséo foi
bastante promissor, como estratégia para o desenvolvimento de vacina profilatica do HPV.

As andlises de cultivo em suspensdo demonstraram que as células 293-F foram
cultivadas eficientemente em meio livre de soro, possibilitando a implantacdo da metodologia.
O sistema de transfec¢éo transiente por lipofeccdo mostrou-se eficiente para a transferéncia de
DNA exogeno.

Os sistemas de expressdo heter6logas de HPV16 L1 e HPV16 L2 demonstraram que
as células expressaram eficientemente as proteinas recombinantes e foram caracterizadas por
microscopias eletrénica de transmissdo, confocal e citometria de fluxo, utilizando os
anticorpos especificos anti- HPV16 L1 e anti- HPV16 L2. A microscopia eletrdnica de
transmissao mostrou evidéncias na formacgdo de particulas semelhantes a virus, as VLPs. A
cromatografia de afinidade mostrou-se como o processo de purificagdo mais promissor, para a
obtencdo de particulas com estruturas conformacionais mais corretas.

As especificidades dos anticorpos 1gG séricos anti-VLP L1L2 foram demonstradas
imunologicamente por ensaios de Western-blotting, frente as proteinas do capsideo viral L1 e
L2. Dados preliminares das analises de ELISA mostraram a inducdo de anticorpos especificos
anti-HPV16 L1 e anti-HPV16 L2, sendo mais elevada na proteina L1 em relacdo a proteina
L2, no grupo imunizado com adjuvante.

Novas estratégias de respostas imunoldgicas devem ser realizadas para a otimizagdo
da imunogenicidade das preparacdes VLPs L1L2, como a combinagdo com adjuvantes mais
potentes.

Neste trabalho foi demostrada a producdo de VLPs L1L2 de HPV16, utilizando
sistema de expressao heter6loga em células epiteliais humanas em suspensao e os resultados
sugerem que as VLPs L1L2 se mostram com potencial promissor como antigeno
recombinante, contribuindo para o desenvolvimento de uma vacina profilatica de segunda

geracdo, de amplo espectro de protecdo contra diversos tipos de HPV.
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