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RESUMO

Os papilomavirus humanos infectam o tecido epitelial mucoso ou cutaneo provocando o
aparecimento de verrugas ou papilomas benignos que podem regredir ou evoluir para lesdes
malignas. A infec¢do por HPV é a doenga sexualmente transmissivel mais freqiiente do
mundo e estd relacionada com a etiologia de certos tipos de canceres, principalmente os
anogenitais. O cancer cervical € o segundo mais freqiiente entre as mulheres do mundo e o
HPV-16 € o tipo mais encontrado, presente em 60% dos casos. Estudos para o combate da
infeccdo mostram que as vacinas baseadas em Virus-Like Particles (VLPs), formadas a partir
das proteinas capsidiais L1/L2 ou L1, induzem a producdo de anticorpos neutralizantes que
conferem prote¢do contra o mesmo tipo viral. A imunidade humoral é direcionada contra os
epitopos conformacionais da proteina L1 que compde 90% da estrutura capsidial. As VLPs
sdo obtidas através da expressdo dos genes capsidiais em sistema de expressdao heter6logo e
processos de purificacdo. A levedura Pichia pastoris € um sistema de expressao, eficiente e de
baixo custo para a produgdo de altos niveis de proteinas, além de apresentar vantagens em
relac@o a outros sistemas. Neste trabalho foi proposta a expressao do gene L1 de HPV-16 em
células da levedura P. pastoris, como base de uma estratégia vacinal para o controle do cancer
de colo de tutero. O gene L1 de HPV-16 foi clonado em vetor de expressdo pPICZA e a
constru¢ao pPICZL1H16 foi integrada no genoma de Pichia. A transcricdo do gene L1 foi
confirmada por meio de RT-PCR e a expressdao da proteina, por imunodetec¢ao em Dot Blot.
A obtengdo dos clones de P.pastoris que expressam a proteina L1 de HPV-16, permitird o

desenvolvimento de mais uma estratégia vacinal baseada em VLPs.

Palavras-Chave: HPV, Papilomavirus Humano, Pichia pastoris, Sistema de expressio

heter6loga, VLPs.
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1. INTRODUCAO

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

transmissivel mais prevalente no mundo.

Abordagens preventivas consistem na melhor alternativa para o controle das infecgdes
pelo papilomavirus. Diversas estratégias vacinais contra o HPV foram e sdo investigadas por
grupos de pesquisa em todo mundo e os resultados mais promissores no desenvolvimento de
vacinas profildticas empregam particulas protéicas desprovidas do genoma viral, as VLPs
(“Virus-Like Particles”). Recentemente, foi aprovada uma vacina quadrivalente baseada em
VLPs que inclui 4 tipos virais (HPV-16, 18, 6 e 11). A vacina foi produzida pela Merck, mas
o custo das doses ainda € bastante elevado e ndo inclui os tipos 31 e 33, mais prevalentes nas

regides Nordeste e Central do Brasil.

A producao de VLPs é complexa e depende de sistema de expressiao baseado no cultivo
de células modificadas geneticamente para expressdo de genes do capsidio viral (L1 ou
L1/L2) e posteriores processos de purificacao.

Nos dltimos anos, a levedura metilotréfica Pichia pastoris emergiu como um sistema
heter6logo eficiente e de baixo custo para a producdo de altos niveis de proteinas heterélogas.
Este sistema combina as vantagens da expressao em células de mamiferos com as de células
procariotas, tais como a capacidade de realizar as modificagdes pOs-trasducionais e de obter

niveis elevados de expressao da proteina recombinante, respectivamente.
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No Brasil, a escassez de laboratdrios capacitados para a produgado e avaliacdo de VLPs
de papilomavirus humano representa o principal fator limitante na gera¢do de competéncia
para a produgdo de vacinas contra esse patégeno. Neste projeto propomos o estabelecimento
do sistema de expressdao em células da levedura Pichia pastoris para a producdo da proteina

L1 de HPV-16, o tipo viral predominante em tumores de colo de ttero.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Papilomavirus humano (Human PapilomaVirus - HPV)

Os papilomavirus, sdo pequenos virus da familia Papillomaviridae (de Villiers et al,
2004), compostos por um capsidio nao-envelopado e icosaédrico (figura 1) que abriga um
genoma de DNA circular, dupla fita com cerca de 8Kb (Scheurer et al, 2005; zur Hausen,

1991).

Figura 1. Morfologia do papilomavirus. Capsidio ndo envelopado e icosaédrico (Xu et al,

2006; Modis et al, 2002)

Os papilomavirus sdo espécie-especificos e infectam mamiferos, répteis e pdssaros
(Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005). Os tipos que atacam os homens sdo denominados
abreviadamente por HPV (Human Papillomavirus), mas também sao bem conhecidos os que
atacam bovinos - BPV (Bovine Papillomavirus), coelhos — CRPV (Cottontail Rabbit
Papillomavirus) e caes - COPV (Cannine Oral Papillomavirus). Outros animais que podem
ser infectados sdo os veados, os cavalos, os hamsters e os macacos (Ozbun, 2002; Ferreira et

al, 2002).
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Este tipo de virus infecta as células mucosas ou cutaneas, no tecido epitelial, através
de microlesdes ou microabrasdes, sendo o contato sexual a principal forma de transmissdo do
HPV (Souto et al, 2005). A sua infeccdo provoca a formacdo de lesdes, papilomas ou
verrugas (figura 2), em geral benignas, que podem regredir naturalmente ou se transformar em

tumores malignos (Clifford et al, 2003; Stanley, 2001).

Figura 2. Lesdes clinicas provocadas por HPV. (A) Papilomas no trato genital feminino
(Pérez-Lopes, 2003); (B) Papilomas na regido peniana (Pérez-Lopes, 2003); (C) Colo do ttero
com lesdo (Saloney, 2007); (D) Verrugas cutaneas (FSC, 2007); (E) Papilomas na mucosa

oral (Sebastian, 20006).
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Atualmente mais de 100 tipos de HPV foram descritos (Bernard, 2005), além de
subtipos e variantes, com base nas diferencas entre as seqii€éncias de nucleotideos dos
gendtipos (Myers et al, 1996). No entanto, os HPVs também podem ser classificados quanto
ao tipo de tecido que infectam em cutaneotrépicos e mucosotropicos (Silva et al, 2003;
Scheurer et al, 2005) e de acordo com o grau da lesdo induzida, sendo assim considerados de
alto, médio ou baixo risco (Stanley, 2001).

Os tipos de HPVs podem ser organizados em géneros e espécies de acordo com as
suas propriedades bioldgicas e patoldgicas. Os principais géneros sao: Alfa-papilomavirus
(mucosotrépicos, genitais, de alto e baixo risco), Beta-papilomavirus (cutaneotrépicos de alto
e baixo risco), Gama-papilomavirus (cutaneotrépicos e de baixo risco), etc (Bernard, 2005).

Os tipos virais 16, 18, 31, 33, 45 e 46 sao HPVs de alto risco, por serem comumente
detectados no carcinoma cervical, sendo que, o HPV-16 € responsavel por 50 a 60% dos casos
diagnosticados (Motoyama et al, 2004). No Brasil, o HPV-16 € o mais prevalente (Cavalcanti
et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994, Bosch et al, 1992; Noronha et al, 1999; Lorenzato et al,
2000), sendo o HPV-18 o segundo mais prevalente nas cidades de Belém (Noronha et al,
1999); Sao Paulo (Eluf-Neto et al, 1994) e Porto Alegre (Bosch et al, 1995); e € o terceiro em
Recife (Lorenzato et al, 2000) e Goiania (Rabelo-Santos et al, 2003). O segundo tipo de HPV
mais prevalente no Nordeste (Recife) é o 31 (Lorenzato et al, 2000) e na regidao central
(Goiania) € o 33 (Rabelo-Santos et al, 2003).

A associacao do HPV com alguns tipos de neoplasias foi detectada, primeiramente, em
canceres do trato anogenital, incluindo cérvix, vulva, vagina, pénis e anus. Além destes, estao
também associados ao HPV, alguns tipos de canceres de cabeca, pesco¢o (Syrjanen, 2005) e
pele (Sterling, 2005). O cancer cervical ou de colo de utero, associado a transmissdo sexual do
HPV, € considerado o segundo cancer mais freqiiente em mulheres no mundo todo e por isso

mais abordado para o desenvolvimento de vacinas (Favre ef al, 1997).
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2.2. Biologia molecular do HPV

7z

O genoma do papilomavirus é composto por 8 ORFs (Open Reading Frames)
possuindo 6 genes que se expressam precocemente € dois genes que se expressam
tardiamente, denominados E (Early) e L (Late) respectivamente. Ele pode ser dividido em
trés partes: a longa regido de controle (LCR—long control region ou URR-upstream regulatory
region) que corresponde a 7-11% do tamanho; a regido E, abrangendo 50% do genoma, que
codifica proteinas envolvidas com a transformacgdo celular (E6, E7, ES), com a maturacao
viral e alteracdo da matriz intracelular (E4) ou com a replicagdo e transcricdo do genoma viral
(E1 e E2); e aregiao L (figura 3) que codifica as duas proteinas capsidiais L1 e L2 (Favre et
al, 1997).

A regido reguladora LCR ou URR, apresenta seqii€ncias ativadoras e repressoras da
transcri¢cdo viral, além da origem de replicagdo, variando de 400 a 1000 pbs, localizadas entre

as regides L1 e E6 (Kisseljov, 2000; Burd, 2003; Silva et al, 2003).

L2

L1

Figura 3. Genoma do HPV. DNA circular de aproximadamente 8kb, mostrando o arranjo dos

genes nao estruturais (E) e estruturais (L), e a regidao de regulacdo (URR) (Muiioz et al, 2006).
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As ORFs El, E2, L1 e L2 sdo particularmente bem conservadas entre os membros da
familia (de Villiers, 2004). Atualmente considera-se um novo tipo de HPV quando as
seqiiéncias de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 (aproximadamente 30% do genoma viral)
diferirem em mais de 10% dos tipos conhecidos. Se esse percentual for menor que 2%, entao,
0 novo virus isolado é designado como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais
correspondem a genomas cuja seqiiéncia nucleotidica nessas regides génicas diferem entre 2%

e 10% dos tipos ja descritos (Burd, 2003; Berkhout et al, 2000).

2.3. Ciclo de infeccao do HPV

O ciclo do papilomavirus é bastante complexo, pois depende da diferenciacio
completa das células epiteliais (Stanley, 2001), o que dificulta a montagem de um sistema de
propagacdo em laboratério que permita a producdo de virions para fins vacinais (Da Silva et
al.,2001).

O processo infeccioso inicial ocorre na camada basal de queratindcitos do epitélio
através de microabrasdo ou outros traumas e isto pode resultar numa infeccdo clinica ou
subclinica. No primeiro estdgio do ciclo viral, o genoma do HPV ¢ estabilizado na forma de
elemento extracromossdmico (epissomo) na célula basal epitelial, o qual é replicado para um
nimero de 50 a 100 cépias aproximadamente junto com o DNA do hospedeiro, na fase S. Os
primeiros genes a serem expressos sdo El (helicase) e E2 que formam um complexo para se
ligar a origem de replicacdo do genoma viral e recrutar a maquinaria da célula necessdria,
como polimerase e proteinas acessorias (Mohr et al, 1990; Frattini et al, 1994; Conger et al,
1999). Além disso, a proteina E2 funciona como um fator de transcri¢do que ativa ou reprime
a transcri¢@o dos outros genes E (McBride et al, 1991). As proteinas E5, E6, e E7 participam

da transformacao celular pela indugao da proliferagao basal e parabasal das células, levando a
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hiperplasia epitelial com papilomatoses de varias extensdes (Stoler et al, 1989; Haller et al,
1995).

O segundo estiagio do ciclo corresponde a um alto nivel de expressao de proteinas
virais nao-estruturais (E4) e estruturais (L1 e L2) para a montagem dos virions e sua
liberacdo. A proteina E4 facilita a liberacdo dos virions através do rompimento do
citoesqueleto citoplasmadtico (Doorbar et al, 1991). Nesta fase, ocorre a migragdo de uma das
células infectadas para as camadas mais superiores (sentido apical) do epitélio com a
finalidade de acompanhar o programa de diferenciacao dos queratindcitos (figura 4); enquanto
isso, a célula-filha infectada que permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um

verdadeiro reservatério de DNA viral (McCance, 2005).
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Figura 4. Ciclo de infec¢io do HPV. Entrada do virus no tecido epitelial através de
microtrauma e estabelecimento da infec¢do na camada basal (células com nicleo azul). As
células de nucleo verde indicam a expressao das proteinas L1 e L2 para montagem dos virions

que sdo liberados posteriormente (adaptado de Lowy and Schiller, 2006).
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Duas moléculas da familia das integrinas, a6B1 e a6p4, expressas nas superficies das
células basais, foram identificadas como receptoras do HPV (Evander er al, 1997). Existem
controvérsias em relagdo a natureza do receptor de superficie celular que permite o contato
inicial do virus com a célula, embora a maioria dos estudos sugiram uma dependéncia na
presenca do receptor de sulfato de heparina (Giroglou et al, 2001; Joyce et al, 1999). Um
recente trabalho sugeriu que a internalizacdo dos virus € um processo lento com uma meia-
vida aproximada de horas e que ocorre através da endocitose de vesiculas revestidas de
clatrina (Culp and Christensen, 2004; Day et al, 2003).

O tempo de infec¢do até a liberacdo das particulas virais é de aproximadamente 3
semanas e corresponde ao tempo necessario para a diferenciagdo completa e descamagao do
queratinécito basal (Stanley, 2005). O tempo entre a infec¢do inicial e o aparecimento de
papilomas pode depender da concentracdo e do tipo do virus que infecta o tecido, também ¢é
sugerido que o estado de laténcia pode resultar da baixa concentragdo de virus inoculado

(Zhang et al, 1999; Campo, 1995).

2.4. HPV e Transformacao Celular

Os genes E6 e E7 s@o considerados os principais oncogenes dos papilomavirus
humanos de alto risco porque detém funcdes ja esclarecidas que contribuem para o processo
carcinogénico, através da interagdo com proteinas supressoras de tumor (Howley, 1996;
Farthing and Vousden, 1994; Miinger, 1995). Elas também tém um papel importante na
manutencdo do epissomo viral, durante a infeccao produtiva (Thomas et al, 1999). Além de
E6 e E7, a proteina ES possui atividade de transformagdo e proliferacdo celular, interagindo
com algumas proteinas transmembrana, tais como, o receptor do fator de crescimento
epidermal — EGFR- Epidermal Growth Factor Receptor (Genther et al, 2005), e o fator

estimulante de colonia — CSF- Colony Stimulating Factor (Kim and Yang, 2006).
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Nos ultimos 20 anos, as proteinas E6 e E7 foram o foco de muitos estudos na
carcinogénese cervical, por apresentarem propriedades oncogéncias. Durante este periodo,
surgiram dois modelos de interagdo com proteinas supressoras de tumor, onde E6 se liga a
proteina p53 e E7 se liga a proteina pRB, inativando e degradando tais supressores (Storey et
al, 1988; Werness et al, 1990). Esta descoberta nao foi tao surpreendente pelo fato de que
outros virus oncogénicos também atingem essas mesmas proteinas (Butel, 2000; Zur hausen,
1998), no entanto, foi uma contribui¢io para explicar como os HPVs de alto risco induzem a
neoplasia das células cervicais (Howley et al, 1991).

A proteina p53 tem como fungdo ativar genes de mecanismo de reparo do DNA ou
sinalizar para a apoptose apds identificar danos no mesmo, provenientes de diferentes tipos de
stress, como a exposicdo a UV (Silva et al, 2003). Quando presente na célula, a proteina viral
E6 recruta a proteina celular EGAP (ubiquitina-ligase), para ubiquitinacdo e degradacdo de
p53 (Stubenrauch and Laimins, 1999). Sem a proteina p53 a célula perde a capacidade de
reparar possiveis danos no seu material genético (figura 5) e hd um aumento na freqiiéncia de
rearranjos, mutagdes e aneuploidias, que acumulados propiciam o desenvolvimento de uma

neoplasia ou cancer (Vousden, 1993).

11
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Figura 5. Esquema da interferéncia de E6 no ciclo celular. (A) atuacdo de p53 na célula, ap6s
ocorréncia de dano no DNA. H4 parada no ciclo celular e ativacao de genes de mecanismo de
reparo (GMR) ou sinalizacdo para apoptose. (B) Complexo E6AP-E6 que resulta na

ubiquitina¢do ou degradacdo de p53 e conseqiiente acimulo de mutacgdes (Silva et al, 2003).

As proteinas da familia pRb inibem a progressao do ciclo celular pela interagdo com o
fator de transcricao E2F, que ativa genes necessdrios para a replicacdo, na fase S (Silva et al,
2003). A associacao de E7 com a pRb, permite que E2F atue livremente na ativacao dos genes
de replicacdo (figura 6), o que levaria a progressao do ciclo celular ou um estimulo continuo

para a proliferacdo das células infectadas (Sandal, 2002).
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Figura 6. Esquema da interferéncia de E7 no ciclo celular. (A) Associacao de pRb com o
fator E2F e conseqiiente regulacao por inibicdo do ciclo celular. (B) Complexo E7- pRb

que resulta na liberagdo do fator E2F e proliferacao exagerada das células (Silva et al,

2003).

Estes dois mecanismos que envolvem as proteinas E6 e E7 sdo apenas a base geral
para a investigacdo € a compreensdo de outros eventos implicados com estas mesmas
proteinas para o desenvolvimento carcinogénico. A proteina E6 altera a transcricdo de genes
através da interagdo com a proteina p300 (regula transcricdo via acetilacdo das histonas) e
aumenta o tempo de vida celular, por estimular a atividade de telomerase (Slebos et al, 1995).
Ja a proteina E7, associa-se a outros supressores de tumor da familia retinoblastoma-Rb
(p107, p130), a ciclinas (envolvidas na progressao do ciclo celular) e as histonas desacetilases
(HDAC - Histone deacytelase) que reprimem a transcricdo de genes, como o Notch-1,
relacionado com a diferenciacdo de células e ativamente expresso no carcinoma cervical
(Southern et al, 2000; Tewari et al, 2000).

Em lesdes cervicais de alto grau e cancer, o DNA epissomal do HPV apresenta-se

integrado no cromossomo do hospedeiro. A integracdo do genoma viral ocorre devido a

13



Coimbra, E. C.  Avaliacdo do uso das células da levedura P. pastoris para expressao do gene L1 de HPV-16.

clivagem na regido dos genes E1/E2, com conseqiiente perda destes (Motoyama et al, 2004).
Pelo fato de E2 exercer um controle transcricional negativo sobre estas proteinas, este evento
resulta na superexpressdo dos genes E6 e E7, conduzindo a malignizacdo das células ou
formacgao do tumor (Bosch et al, 1992; Doorbar et al, 1991).

A proteina ES de HPV-16 tem um papel importante na formacao da neoplasia celular.
Estudos mostram que ela tem capacidade de transformagdo por estar implicada na ativagcao
constitutiva do EGFR, que por sua vez, ativa vias de transdu¢@o de sinal como, STAT (Coffer
and Kruijer, 1995) e MAP (Lewis et al., 1998) implicadas no crescimento, diferenciacio e
divisdo celular. A ativagdo de fatores de transcricdo da célula hospedeira, como AP-1
(Activator Protein-1) e NF-1 (Nuclear factor-1) também €é um mecanismo inerente a ES. Estes
fatores apresentam sitios de ligagdo para a regido de regulacdo transcricional do DNA viral,
aumentando a expressdao de genes como E6 e E7 (Tsai and Chen, 2003). Ha evidéncias de
que ES também regule negativamente a expressdo do supressor de tumor p21, promovendo
proliferacdo celular (Tsao et al, 1996).

No cancer cervical, em alguns casos, observa-se que o gene E5 é deletado, indicando
que ele nao deve ser essencial para a manutencao da neoplasia maligna nas células infectadas.
No entanto, a sua participacdo na transformacao celular ocorre nos estagios iniciais da doenca

(DiMaio and Mattoon, 2001).

2.5. HPV x Cancer cervical

O cancer cervical é a segunda maior causa de morte entre as mulheres no mundo.
Aproximadamente 450.000 casos deste tipo de cancer sdo diagnosticados a cada ano, com
uma taxa de mortalidade de 50% (Parkin, 2006; Lowndes, 2006).

Este tipo de cancer € atribuido a infec¢do persistente por HPVs que estdo classificados

como de alto risco; e € o primeiro cancer 100% associado a uma infeccdo, segundo a
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Organizacdao Mundial de Satde - World Health Organization — WHO (Bosch et al, 2002).
Mais de 80% dos casos deste tipo de cancer ocorrem nos paises em desenvolvimento, onde,
tanto o diagndstico preventivo quanto o tratamento da doenca sao precarios (Frazer et al,
2004).

A relagdo entre o surgimento do cancer cervical e a infeccdo por certos tipos de HPV
ficou evidente a partir de estudos epidemioldgicos e funcionais (zur Hausen, 2002; Bosh and
de Sanjose, 2003), onde o HPV foi detectado em mais de 99,7% do carcinoma de células
escamosas (Walboomers et al, 1999, Munoz et al, 2003) e em 94-100% do carcinoma cervical
adeno e adenoescamoso (van Muyden et al 1999; Zielinski et al, 2003). Por outro lado, o
cancer vaginal, peniano e vulvar sdo muito raros, com taxas de incidéncia de 1% por ano. Este
dado sugere que o risco de progressdo da infecc¢do € sitio dependente, ou seja, uma possivel
explicacdo para a alta incidéncia de cancer cervical seria a presenca de uma zona de
transformagao no cérvix, considerada mais sucetivel a transformacdo por HPV (Steenbergen
et al, 2005).

O cancer cervical evolui de uma lesdo ndo-invasiva, pré-maligna, denominada de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou cervical intraepithelial neoplasia (CIN), ainda
denominada de Squamous Intraepithelial lesion (SIL) ou lesdo intraepitelial escamosa (figura
7). As lesdes pré-malignas sdo classificadas histologicamente, com base no aspecto
morfoldgico atipico e progressivo das células epiteliais, em: NIC I — displasia média; NIC II —
displasia moderada e NIC III — displasia severa e cancer invasivo (carcinoma in situ). A NIC I
também pode ser considerada como SIL de baixo grau (Low Grade SIL —LSIL) e as NIC II/IIT

como SIL de alto grau (High Grade SIL- HSIL) (Steenbergen et al, 2005).
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Figura 7: Evolucdo da lesdo cervical pré-maligna ao céncer invasivo (A) Expansdo da
infec¢do no tecido epitelial cervical (adaptado de Woodman et al, 2007).; (B) Esquema do

colo uterino com neoplasia intraepitelial cervical (adaptado de NMA, 2007).

A infeccdo com HPV-16 € responsavel por aproximadamente 60% dos casos de cancer
cervical no mundo. A incidéncia global de cancer cervical, € também estabelecida por outros
tipos de HPV's como o 18, que abrange 10% dos casos, os tipos 45 e 31 com uma contribui¢do
de 4% cada, e os tipos 33, 52 e 58 com 2%, cada um (Cuzick et al, 2006; IARC, 2005). Juntos

o HPV-16 e o HPV-18 representam 25% das lesdes cervicais de baixo grau (LSIL) e 50 a 60%

16



Coimbra, E. C.  Avaliacdo do uso das células da levedura P. pastoris para expressao do gene L1 de HPV-16.

dos lesdes de alto grau (HSIL). O HPV 6 e 11 (tipos de baixo risco) sdo responsaveis por 10%
das LSIL e aproximadamente 90% das verrugas genitais (Bosch and Harper, 2006).

A infec¢do pelo HPV e conseqiientemente a sua progressao, podem ser prevenidas
através de exames rotineiros, clinicos e citopatolégicos que detectam lesdes precursoras pela
observacao de alteracdes celulares, contudo, este exame tradicional, estabelecido por George
Papanicolau na década de 40, apresenta algumas limita¢des relacionadas a interpretacao das
alteracdes morfoldgicas e a coleta das amostras examinadas; ambas devem ser boas o bastante
para evitar resultados falsos-negativos (Lonky et al, 1999). Todavia, paises desenvolvidos,
onde a maior parte da populacdo tem acesso a saide e onde ha programas bem estabelecidos
de prevengdo, conseguiram diminuir a incidéncia do cancer cervical em 3/4 nos dltimos 50
anos (Franco and Harper, 2005). Nos paises em desenvolvimento, muitas das vezes, a
instauragdo e manutencdo de programas de prevengdo, assim como O acesso a tratamentos
eficientes, ndo existem e conseqiientemente mais de 80% dos canceres cervicais sao
atribuidos a essas regides (Frazer, 2004).

Apesar da freqiiéncia de infec¢des, em muitos casos o0 organismo consegue combaté-
las espontaneamente, ocasionando alteragdes citoldgicas ou histoldgicas cervicais menores e
transitdrias, ou subclinicas (Munoz, 2000; Bosh et al, 2002). No entanto, em alguns casos de
infeccdo por HPVs carcinogénicos, as lesdes ndo regridem e podem persistir por longos
periodos, causando lesdes cervicais pré-cancerigenas e até um cancer invasivo que pode ser
diagnosticado décadas apés a infeccao. O longo periodo entre a infec¢do e o aparecimento do
carcinoma cervical, explica porque este tipo de cancer € pouco comum em mulheres abaixo de
25 anos com incidéncia progressiva entre os 40 e 50 anos de idade (Snijders et al, 2006).

A persisténcia de HPV's de alto risco é o maior fator para o desenvolvimento de lesdes
malignas (zur Hausen, 1996), embora seja sujerida a influéncia de alguns fatores de risco

adicionais para a susceptibilidade aos canceres anogenitais como: uso de anti-concepcional
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oral (Brinton, 1991), uso de cigarro (Deacon et al, 2000; Prokopczyk et al, 1997), debilidade
do sistema imunoldgico, fatores nutricionais, co-infeccdo por outros agentes infecciosos,
sexualmente transmitidos (Ziegler et al,1990) e polimorfismos genéticos do individuo
(Madkan et al, 2007). A promiscuidade e precocidade sexual, assim como o nivel sécio-
econdmico do individuo sdo fatores que facilitam a infecc@o pelo virus (Castellsague et al,

2002).

2.6. Resposta imune ao HPV

N

A protecdo imunolégica de um organismo corresponde a interacdo entre dois
mecanismos de resposta imune: inato e adaptativo (Ro" llinghoff, 1997). A imunidade inata é
uma resposta rdpida e inespecifica (relacionada a acdo de fagdcitos, proteinas soluveis,
barreiras fisico-quimicas) envolvida nas fases iniciais da infec¢do provocada por patdégenos e
toxinas. Diferentemente, uma resposta adaptativa ¢ mais lenta e especifica sendo capaz de
promover uma memoria imunolégica (células T efetoras e células B produtoras de anticorpos,
ambas especificas para o patégeno), proporcionando protecdo a uma nova infec¢io (Hilleman,
2000).

Na fase inicial ou resposta inata das infec¢des virais, a resposta inata do hospedeiro é
feita pelos interferons tipo I (IFN-a e IFN-f), macréfagos e células NK - Natural Killer ou
citotéxica natural (Chadha et al, 2004). Os interferons tipo I sdo produzidos pelas células
infectadas por virus e t€m como fungdo proteger as células ndo infectadas e colaborar com a
resposta imune adaptativa. O IFN- y também atua contra as infeccdes virais ativando
macréfagos e células NK (células citotoxicas naturais) para destrui¢do do virus e das células
infectadas, respectivamente (Machado et al, 2004).

A imunidade adaptativa contra os antigenos virais ocorre com ativa¢do de células

TCD8+ que vao exercer citotoxicidade ou lisar as células infectadas pelo reconhecimento de
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antigenos virais processados e combinados a um complexo na superficie das células-alvo,
denominado MHC classe I (Major Histocompatibility Complex class I). Durante a resposta
imune adaptativa hd também ativacdo das células TCD4+, que vao colaborar com as células B
na producao de anticorpos. Em virtude dos multiplos mecanismos de defesa contra os virus,
grande parte das infec¢des € assintomdtica ou tem uma apresentagdo subclinica com
manifestacoes inespecificas como a febre, porém, varias infeccdes progridem (Machado et al,
2004).

A resposta imune contra o HPV é caracterizada pela imunidade celular local (cell-
mediated immunity - CMI) e pela producao de anticorpos neutralizantes que estdo associadas
com a regressao da lesdo e a prote¢do contra o mesmo tipo de HPV, respectivamente (Shiller
and Hidesheim, 2000).

Os indicios a natureza da resposta imune celular contra a infec¢ao pelo HPV vieram
dos estudos imuno-histolégicos de verrugas genitais que regrediram espontaneamente, nas
quais foi detectado um grande infiltrado de células T (CD4+ e CD8+) e macr6fagos, tanto no
estroma, como no epitélio (Stanley, 2005). H4 evidéncias de que as células TCD4+ associadas
a eliminagdo do HPV sao especificas para a proteina E2 (Lee et al, 2004). Em pacientes com
grandes lesdes ou com tumor cervical sdo encontradas células CD8+ especificas para E6
(Welters et al, 2003) e E7 (Kadish et al, 2002).

A incidéncia e a progressdo das infec¢des por HPV em individuos imunosuprimidos,
demonstram o critico papel da resposta imune celular na resolu¢do e controle da infeccdo
(Benton & Arends, 1996). Os pacientes infectados por HIV geralmente apresentam multiplas
recorréncias de infec¢des por HPV (Fruchter et al, 1996) e um aumento no risco para
progressao de uma infec¢do subclinica para clinica (Chirgwin et al, 1995).

Os niveis de anticorpos neutralizantes produzidos naturalmente numa infec¢do por

HPV, sdo muito baixos (Villa et al, 2005), mesmo assim, a soropositividade do individuo
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imunocompetente o protege contra uma nova infec¢do pelo mesmo tipo de virus (Stanley,
2006; Kadish et al, 2002). O tempo necessario para o sistema imune combater a infec¢io pelo
papilomavirus varia, mas considera-se que € preciso cerca de 8-14 meses para que HPVs de
alto risco sejam eliminados e 5-6 meses para HPVs de baixo risco (Franco et al, 1999;
Giuliano et al, 2002; Brown et al, 2005).

Os papilomavirus humanos adotaram varios mecanismos que impedem uma resposta
eficiente do sistema imunolégico e o primeiro destes € o seu proprio tipo de ciclo que ndo
provoca lise celular (ndo litico), ou seja, a liberacdo do virus ocorre com a morte programada
dos queratindcitos (descamacdo). Deste modo, os sinais essenciais para a resposta imune no
epitélio, como a produgdo de citocinas pré-inflamatérias que ativam a migracdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs), sdo ausentes (Kupper & Fuhlbrigge, 2004; Stanley,
2006). Além de ser praticamente invisivel ao hospedeiro, o HPV pode expressar suas
proteinas E em baixos niveis, impedindo uma resposta imunoldgica eficiente (Greenfield et
al, 1991, Stoler et al, 1992).

A infeccdo por HPV € exclusivamente intraepitelial e, teoricamente, deveria ser
detectada pelas APCs do epitélio, denominadas de Células de Langerhan (CL). A CL tem
como funcdo fagocitar, processar e apresentar (via MHC) o antigeno que estd no epitélio as
células T nativas que se encontram nos nddulos linfaticos (figura 8), para que estas se
diferenciem e se tornem efetoras na destrui¢cdo dos queratindcitos infectados (Stanley, 2005).
No entanto, os locais infectados por HPV apresentam um ndmero de CL significativamente
reduzido (Lehtinen et al, 1993; Connor et al, 1999). Estudos mostram que a proteina E6 do
HPV-16 regula de forma negativa uma molécula de adesdo (E-caderina) necessiria para o
contato entre o queratinécito e a CL (Mathews et al, 2003), e que esta Ultima, em lesdes
cervicais pré-malignas ou malignas, ndo expressa as suas proprias moléculas de adesao (Mota

et al, 1999126). A reducdo no nimero das CL e conseqiientemente, a alteracdo na resposta
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celular € mais um dos mecanismos utilizados pelo virus para seu escape do sistema imune

(Kanodia et al, 2007).

Células T nativas
. Células T ativadas

® €58

Antigeno viral

Captura e processamento do
antigeno pela CL

£ :
EE* * CL migrando ao linfonodo
; \.___\_E

+ - ~ . N < .
%9 B | (%= Apresentacdo do antigeno as células T nativas,

no linfonodo.
Y

Figura 8. Apresentacdo de antigeno pelas Células de Langerhan. A célula de Langerhan
processa o antigeno e migra para o linfonodo (ativada pela ligacdo com citocinas pro-
inflamatdrias) com a finalidade de apresentd-lo as células T nativas, que se diferenciam e
seguem ao local da infec¢@o. Na infec¢do por HPV h4 inibi¢do da funcdo da CL pela auséncia

de inflamacdo (adaptado de Stanley, 2005).

Mesmo na auséncia de citélise induzida pelo virus, os queratindcitos infectados
devem ativar o sistema de defesa anti-viral, o interferon tipo I. Os interferons tipo I (IFN-a e
IFN-B), t€ém propriedades anti-viral, anti-proliferativas, e imunoestimulatérias, agindo como
uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa, ativando neutréfilos, macréfagos, células NK
e dendriticas (Le Bon & Tough, 2002; Theofilopoulos et al, 2005). A maioria dos virus
desenvolveu mecanismos para inibir a sintese de IFN, e os papilomavirus ndo sdo uma

excecdo. A ligacdo do IFN tipo I ao seu receptor estimula uma via de transdugdo de sinal pela
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formagao de um complexo de transcricado (IFN-stimulated gene factor (ISGF)-3 transcription
complex) que se liga a outros elementos no nicleo para iniciar a expressdo de genes
relacionados (Stark and Kerr, 1992). Sabe-se que a proteina E7 de HPV-16 inibe a atividade
do IFN- a (Barnard et al, 2000) pela perda do complexo (ISGF)-3 (Barnard and McMillan,
1999) e que ainda, inibe a ativacdo do promotor IFN- B pela interacdo com o fator IRF-1 -
IFN Regulatory Factor 1 (Park et al, 2000). Pacientes com lesdes malignas por HPV, que nao
respondem ao tratamento com o IFN- o, apresentam altos niveis de RNAm da E7 se
comparados aos que respondem bem (Arany et al, 1995; Chang & Laimins, 2000; Nees et al,
2001). A proteina E6 também diminui a expressdo dos genes IFN-a e IFN- B, através da acdo
contra proteinas (Tyk2 e STAT-1) que participam da via de transduc¢ao de sinal do IFN (Li et
al, 1999; Nees et al, 2001), e da ligacdo ao fator regulatério IRF-3 responsdvel pela expressao
do gene IFN- B (Ronco et al, 1998).

A interferéncia do HPV na atividade e expressio do MHC classe 1 (Major
Histocompatibiliy Class 1) ¢ um assunto bem explorado por pesquisadores. Estudos recentes
mostram que a proteina E7 dos HPVs oncogénicos (16 e 18) é capaz de reprimir a expressao
deste complexo, assim como a expressdo de proteinas (TAP-1 e LMP-2) implicadas no
transporte do complexo MHC-I/peptideo a superficie da célula (Georgopoulos et al, 2000). A
proteina ES € hidrofébica e se localiza nas endomembranas do reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi e membrana plasmatica (Pennie et al, 1993). Por interacOes ainda
desconhecidas, esta proteina viral, impede o transporte do MHC-I a superficie celular gerando
um acimulo deste no complexo de Golgi e contribuindo, desta forma, para a sobrevivéncia do
virus (Marchetti et al, 2002).

A similaridade de algumas seqiiéncias da proteina viral E7 com as de proteinas
humanas, como a XPGC (xeroderma pigmentosum group G complementing protein) e a RBP-

1 (retinoblastoma binding protein 1), que evita ou dificulta o reconhecimento pelas células
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de defesa; e a inibicdo da produgdo de mediadores imunes por E6 e E7, como citocinas (IL-
18), quimiocinas, moléculas de adesdao e proteases (Kanodia et al, 2007) sdo outros

mecanismos de evasdo do sistema imune pelo HPV (figura 9) que podem ser citados.

[ Interferon MHC classe 1

|:|[| Receptor Interferon U Complexo de Golgi

w4 ES5

Figura 9. Esquema de mecanismos de evasao imune do HPV. Reten¢do do MHC classe I no
complexo de Golgi por ES; via de transdugdo de sinal implicada na expressdo de genes IFN,
impedida por E6 e E7; inibicdo da interleucina IL-18 e da proteina TAP-1 por E6 e E7,

respectivamente (adaptado de O’Brien and Campo, 2002).

2.7. Vacina Profilatica contra o HPV: VLP - Virus-Like Particle

Diversos estudos baseados em modelos animais mostraram que a imunidade humoral é

um fator chave na prevencdo da infeccdo por papilomavirus (Breitburd et al., 1995;
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Kirnbauer, 1996). A imunidade humoral contra o HPV € gerada em quase todos os individuos
infectados e € direcionada contra os epitopos conformacionais da proteina L1 (Dillner, 1999).

A proteina L1 (com um peso molecular de 54-58 kDa) compde 90% da estrutura
capsidial e se organiza na forma de pentameros que estdo associados a proteina L2 (figura
10), com peso molecular aparente de 68-76 kDa (Da Silva et al., 2001). O capsidio contém
360 copias da proteina L1 e provavelmente 12 cdpias da proteina L2, organizados em 72

capsomeros icosaédricos (Modis et al, 2002).

Figura 10. Estrutura das proteinas capsidiais do HPV. (A) pentdmero de L1 (adaptado de
Chen et al, 2000); (B) organizacao da estrutura viral, onde os pentdmeros de L1 (vermelho) se

associam a proteina L2 (verde) que se liga ao DNA viral (cinza) (adaptado de Liu et al, 1997).

A producdo de anticorpos neutralizantes sé € estimulada se a proteina L1 estiver na
forma tercidria ou nativa, montada como um multimero (Dillner, 1999; Stanley, 2006). A
proteina capsidial pode ser produzida pela inser¢do do gene em vetores de expressao, como
baculovirus recombinante para expressao em células de inseto, ou plasmidios para expressao

em leveduras (Zhou et al, 1991; Kirnbauer et al, 1992). Quando produzidas em sistemas de
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expressao eucaridticos, as proteinas L1 sdo capazes de se organizar como virus-like particles

ou VLPs (figura 11), com morfologia similar aos virions intactos (Kirnbauer et al., 1992).

o

Figura 11. Virus-like particle de HPV. Morfologia capsidial e microscopia eletronica das

VLPs formadas pela proteina L1 (Noad & Roy, 2003).

As VLPs sdo indistingiiiveis dos virions nativos e preservam o0s epitopos
conformacionais necessarios a indu¢do de anticorpos neutralizantes e também sdo capazes de
promover resposta celular (Dupuy et al., 1999; Palker et al., 2001). Por ndo conterem o
genoma viral, estas VLPs ndo s@o infecciosas ou oncogénicas e representam, portanto, a
melhor estratégia para o desenvolvimento de vacinas profilaticas contra os papilomavirus (Da
Silva et al., 2001). A eficiéncia das VLPs na inducdo da resposta imune e preven¢do da
infec¢do por papilomavirus foi primeiramente testada em modelos animais, como cachorro -
COPV (Suzich et al, 1995) coelho-CRPV (Breitburd et al, 1995), e bovino - BPV-4

(Kirnbauer et al, 1996).

A imunidade humoral € especifica para cada tipo de HPV, sendo assim, para uma
protecdo mais eficiente, a vacina deveria ser polivalente, ou seja, composta de VLPs de varios
tipos de HPVs. Aproximadamente mais de 100 tipos de HPV ja foram identificados, dos quais
40 infectam o trato genital, e destes, pelo menos 15 t€ém potencial oncogénico (Trottier and
Franco, 2006). Duas estratégias vacinais para o HPV estdo em estudo: vacinas profildticas

para prevenir a infec¢do primdria, gerando anticorpos neutralizantes; e as vacinas terapéuticas
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associadas a inducdo da imunidade celular através das oncoproteinas virais ES, E6 e E7,
responsaveis pela neoplasia maligna. As vacinas profilaticas para o HPV sao focadas no uso
de VLPs especificas, formadas pela proteina capsidial L1 ou L1/L2 para indugdo de

anticorpos neutralizantes (Berzofsky et al, 2004).

Nos tltimos anos, foi realizada uma série de estudos profilaticos com as VLPs dos
principais tipos associados ao cancer cervical (HPV-16 e HPV-18) e as verrugas genitais
benignas (HPV-6 e HPV-11), nos quais a producdo de anticorpos foi bastante satisfatdria,
atingindo niveis, cerca de 40 vezes maior que os observados nas infec¢cdes naturais (Harro et
al, 2001; Evans et al, 2001; Villa et al, 2005). Recentemente, foi aprovada pela FDA (Food
and Drug administration) uma vacina profilatica (Gardasil) produzida pela Merck que inclui
4 tipos de HPVs mais prevalentes (HPV-16, 18, 6 e 11) e engloba a imunizag¢do de mulheres
com idades entre 9-26 anos (US FDA, 2006). Existe outra vacina, produzida pela
GlaxoSmithKline, denominada Cervarix, que esta na ultima fase de testes e engloba VLPs de

apenas dois tipos oncogénicos (16 e 18) do HPV (Roden and Wu, 2006).

Uma vacina para o HPV que combinasse a fun¢ao profilética e terap€utica seria capaz
de reduzir a incidéncia de cancer cervical num menor tempo que uma vacina apenas
profilética, pois além de prevenir, poderia tratar infec¢des ja estabelecidas (Davidson et al,
2002; Stanley, 2002). Todavia, ¢ muito mais facil desenvolver uma vacina profilatica sem
acdo terapéutica (Katz, 1997; Hilleman, 1998).

Existe uma série de atributos que a vacina profildtica deve possuir, como: baixo custo,
tanto na produ¢do quanto na compra; eficicia apds uma unica dose; longo tempo de protecdao
e polivaléncia para prevenir contra os principais tipos (Lowy and Frazer, 2003). O maior
impacto da vacinacdo preventiva contra o HPV seria nos paises subdesenvolvidos, onde a taxa

de infeccdo e de cancer cervical € maior, e onde os programas de deteccdo e tratamento da
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doenca correspondem a 5% ou s3o inexistentes; contudo as vacinas devem ser

economicamente acessiveis (Giles and Garland, 2006).

2.8. Sistemas Heterologos de expressao

O avango das técnicas de biologia molecular e de engenharia genética, contribuiram
para o desenvolvimento de vacinas a partir da expressdao de proteinas recombinantes em
sistemas que utilizam, tanto organismos procariotos, quanto eucariotos (Schatzmayr, 2001;
Morton and Potter, 2001).

A clonagem do gene que codifica o antigeno de interesse em outro organismo nao-
patogénico, capaz de expressar o imundgeno na sua forma nativa ou com um minimo de
alteracdo, € o principio fundamental para produ¢do de vacinas de subunidades (Rogan and
Babiuk, 2005). O processamento pds-traducional da proteina (glicosilagdo, fosforilagio) é,
muitas vezes, essencial para sua acdo terapé€utica, portanto é necessdria a escolha de um
sistema de expressao heter6loga adequado a este tipo de produto (Shuler and Kargi, 2001). A
escolha de um sistema de expressdao apropriado inclui o conhecimento das propriedades
bioquimicas e biolégicas da proteina de interesse, a quantidade desejada ou necessdria e a
finalidade de uso da mesma (Geisse et al, 1996).

Os sistemas de expressdao que utilizam células bacterianas (procariotos), t€tm como
principal organismo a Escherichia coli, que € bem caracterizado geneticamente e pode atingir
bons niveis de producdo (cerca de 25% 50% ou mais das proteinas totais). Além disso,
apresentam uma vantagem econdmica por crescer em meios simples e baratos (Billman-
Jacobe, 1996; Makrides, 1996). Apesar de muito utilizados, estes sistemas apresentam
algumas dificuldades, tais como a auséncia de modificagdes poés-traducionais (Brown, 2003;

Pelczar et al., 1996). O processo de purificagdo da proteina intracelular heter6loga requer
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cuidado, pois a lise das células também libera endotoxinas ou pirégenos (presentes na
membrana externa) que podem provocar reacdes indesejaveis. Além disso, quando a proteina
atinge altos niveis dentro da célula bacteriana, pode sofrer degradacdo devido a um aumento
da atividade proteolitica, assim como, ficar retida (na forma insoldvel e inativa) em “corpos
de inclusdao”, o que torna mais trabalhoso o processo de recuperacdo (Montor & Sogayar,
2003).

No caso de sistemas eucariotos, diversas linhagens de células de mamiferos, derivadas
principalmente de tecidos humanos, de camundongos ou de hamsters, células de insetos ou de
leveduras, vém sendo utilizadas na sintese de vérias proteinas recombinantes (Wurm and
Bernard, 1999; Schatzmayr, 2001; Morton and Potter, 2001).

Nos sistemas de expressdo baseados em células de mamiferos as proteinas sao
processadas corretamente e sdo indistinguiveis das versdes ndo-recombinantes, no entanto,
apresenta algumas desvantagens: crescimento lento em meios caros, baixo nivel de expressao
e processo de purificacdo complexo (Brown, 2003). A purificacdo é uma etapa importante que
exige cuidado quando existe o uso de células transformadas ou tumorais, sendo necessaria a
total remocdo de 4cidos nucléicos e de qualquer substancia que teoricamente poderia ser
incorporada ao produto (Shuler and Kargi, 2001).

O uso de animais transgénicos é uma alternativa a cultura de células de mamiferos,
pois a biologia do animal pode favorecer o processamento satisfatorio da proteina. Os
animais sdo engenheirados para produzir a proteina em fluidos especificos, como leite ou
urina, mas existem muitas limita¢cdes nesta tecnologia, pois, em alguns casos, a proteina de
interesse pode provocar efeitos adversos a saide do animal, além de apresentar alto custo
($100,000 para uma cabra e $500,000 para uma vaca) e inefici€ncia para gerar e selecionar o

animal que melhor produz a proteina (Shuler and Kargi, 2001).
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O sistema que utiliza células de insetos € relativamente facil de manter e com menor
custo em comparagdo com as células de mamifero, além de oferecer um processamento pés
traducional similar ao destes (McCarroll & King, 1997). O nivel de produgdo obtido pode ser
satisfatério (1 e 600 miligramas por litro de cultura), pois hd a possibilidade de cultivar as
células em suspensdo, o que permite construir biorreatores com alta densidade celular, porém
a manipulacdo e manutencdo sdo mais complexas se comparadas as células de levedura e
bactéria, que também sdo sistemas de cultivo mais baratos (Montor & Sogayar, 2003)

A produgdo em plantas transgé€nicas apresenta vantagem em relacdo a purificagido do
produto recombinante que pode ser facilitado pelo fato da proteina ficar retida em
compartimentos estéreis ou comestiveis, o que, por sua vez, possibilita a idéia de
administracdo oral de um produto terapéutico ou vacina, além disso, € um organismo que
realiza modificacdes pds-traducionais (Mason and Arntzen, 1995). Todavia, este sistema tem
desvantagens que ainda o fazem indesejavel para uso comercial, desde os baixos niveis de
expressao (1% do total das proteinas soldveis, é considerado bom), o longo tempo de testes e
dificuldade no controle ambiental que pode variar a qualidade e quantidade de producao
(Shuler and Kargi, 2001).

A expressdo em células de leveduras permite um processamento similar a encontrada
em células animais, quando comparadas a expressao utilizando procariotos, pois 0o ambiente
intracelular da levedura é adequado para ocorréncia de vérias reacodes tipicas de células de
mamiferos, além de ser economicamente acessivel (Brown, 2003; Torres & Moraes, 2002).
Desta forma, este sistema contorna varias das dificuldades encontradas no sistema de
expressao em células de mamiferos, mantendo muitas de suas vantagens (Schatzmayr, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ a mais utilizada e bem conhecida
geneticamente, no entanto hiperglicosila as proteinas e ndo atinge altos niveis de expressao, se

comparada a Pichia pastoris que é uma levedura que atinge gramas/litro de proteina e
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apresenta um padrao de glicosilagdo mais simples e semelhante aos mamiferos (Sudbery,
1996). A glicosilacdo é uma modificacdo pos-traducional (ocorre no reticulo endoplasmatico
e no aparelho de Golgi) em proteinas secretadas, que pode provocar uma imunogenicidade
ndo desejavel a proteina recombinante. Sendo assim, se a proteina for utilizada para um fim
vacinal ou terapéutico € preferivel a producao intracelular (Torres & Moraes, 2002). Fungos
filamentosos como o Aspergillus nidulans, sao também utilizados, como importante sistema
de expressao para a producdo comercial de enzimas, e geralmente, t€m maior capacidade de
secrecdo do que S. cerevisiae, apesar do seu crescimento filamentoso dificultar a producao em

larga escala (Shuler and Kargi, 2001).

2.9. Pichia Pastoris: Sistema Heterdlogo de expressao

Pichia pastoris € uma levedura homotdlica, hapléide que vém sendo utilizada com
bastante sucesso para a producdo de uma grande variedade de proteinas recombinantes
(Cereghino and Cregg, 2000). Mais de 400 proteinas ja foram produzidas nesta levedura
(Cereghino and Cregg, 2001), com um indice de produ¢@o que atinge de miligramas a gramas
por litro, tanto para a pesquisa laboratorial quanto para a producdo industrial. (Macauley-
Patrick et al, 2005).

A levedura Pichia pastoris € um organismo metilotréfico, ou seja, € capaz de utilizar
o metanol como unica fonte de carbono ou energia. De todas as linhagens de levedura
identificadas, sdo conhecidos apenas 4 gé€neros que apresentam o metabolismo do metanol:
Hansenula, Pichia, Cadndida e Torulopsis (Faber et al, 1995). As primeiras reagdes do
metabolismo metandlico para obtencdo de energia, ocorrem nos peroxissomos e depois
prosseguem no citoplasma. A enzima dlcool oxidase — AOX (codificada pelos genes AOXI e

AOX2, sendo o primeiro, responsavel pela maior atividade da enzima na célula) (Ellis et al,

30



Coimbra, E. C.  Avaliacdo do uso das células da levedura P. pastoris para expressao do gene L1 de HPV-16.

1985) € a primeira a atuar, oxidando o metanol a formaldeido e a per6xido de hidrogénio, que
por sua vez ¢ degradado a oxigénio e dgua. Uma parte do formaldeido deixa o peroxissomo e
vai para o citoplasma, onde € oxidado a formato e carbono por duas desidrogenases
(Cereghino and Cregg, 2000).

O metanol pode ser sintetizado a partir do gas natural metano, de forma relativamente
barata, e foi por este motivo que, no ano de 1970, a Phillips Petroleum Company desenvolveu
meios e métodos para cultivo desta levedura, no intuito de transforma-la numa fonte de
alimento animal, como Single cell protein - SCP (Wegner, 1990). Apés a crise do 6leo, no
mesmo periodo, o custo do metano aumentou dramaticamente, tornando invidvel a producao
de SCP por P. pastoris. Em 1980, a companhia de petréleo, junto ao Salk Institute
Biotechnology/Industrial associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, USA) decidiu transformar a
levedura em um sistema de produgdo de proteinas recombinantes. No ano de 1993, a patente
foi passada para a RCT (Research Corporation Technology- Tucson, AZ), e a Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA, USA) foi licenciada para vender o sistema de expressao na forma

de kit (Macauley-Patrick et al, 2005; Cereghino and Cregg, 2000).

Existem linhagens de Pichia que t€tm o seu gendtipo modificado para atender
diferentes aplica¢des. Exemplos disto sdo as linhagens GS115 e KM71 que apresentam o gene
da histidina desidrogenase (his4) inativo, funcionando assim, como uma marca de selecao
para os transformantes (Daly and Hearn, 2004). Os fenétipos associados ao metabolismo do
metanol variam em relagdo ao consumo lento ou normal da fonte de carbono, que depende da
interrupcao ou nao do gene AOXI, respectivamente. Linhagens que apresentam o gene AOX/
intacto (responsdvel por 85% da utilizagdo do metanol) tém fendtipo Mut" (Methanol
utilization plus) com taxa de crescimento no metanol igual ao tipo selvagem (Cereghino and
Cregg, 2000; Inan and Meagher, 2001). A levedura que tem o fendtipo Mut® (Methanol

utilization slow) cresce e usa o metanol de maneira mais lenta por apresentar o gene AOX/
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interrompido e assim, utilizar o AOX2 que tem uma atividade menor no metabolismo
metanodlico. A escolha do fen6tipo varia pelo tipo de proteina expressa e formas de estratégias
utilizadas, sendo assim, existem pesquisadores que utilizam o fen6tipo Mut+ (Hohenblum et

al, 2004; Slibinskas et al, 2004), ou o Muts (Aoki et al, 2003; McKinney et al, 2004).

Os vetores de expressdo génica para uso com a levedura P. pastoris estdao bem
estabelecidos e tém sido utilizados com sucesso para producao de diferentes tipos de proteinas
heter6logas (Higgins, 1995). A maioria dos vetores possuem um cassete de expressio
composto pela seqii€ncia promotora do gene AOXI (AOX1 5°), um ou mais sitios de
clonagem para inser¢do do gene heterélogo, uma seqii€ncia de término da transcricao do gene
AOX]I, seqiiéncias para integracdo no genoma, para selecdo e secrecdo (Daly and Hearn,
2004). Além do promotor AOXI existem outros alternativos que podem ser mais indicados
para expressdo de certos tipos de proteinas, sdo eles: GAP, FLDI, PEX8 e YPTI. Sistemas
que utilizam vetores com o promotor GAP (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
necessitam de glicose como fonte de carbono e sdo amplamente utilizados apresentando
niveis de expressdo semelhantes ou até maiores dos observados com o promotor AOX]I
(Waterham et al, 1997), porém, por ser constitutivo, ele sé é apropriado para proteinas
recombinantes que nao sejam toéxicas as células. Os promotores YPTI, induzido por manitol
(Sears et al, 1998) e construido a partir do gene da GTPase, e o PEXS, proteina da matriz
peroxisomal (Liu et al, 1995), ndo s@o muito utilizados, provavelmente pelos baixos niveis de
expressao obtidos (Cereghino and Cregg, 2000). O promotor FLD] é originado do gene que
codifica a enzima formaldeido desidrogenase que participa do metabolismo do metanol. Ele
pode ser induzido por metanol, metilamina ou ambos, o que resulta em um alto nivel de
producdo (Resina et al, 2004), sendo uma alternativa atrativa para expressao heteréloga (Shen

et al, 1998).
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O sistema de expressdao baseado nas células de P. pastoris apresenta caracteristicas
peculiares que exercem algumas vantagens sobre os outros. As suas células sdo de facil
manipulacdo genética; podem produzir grandes quantidades de proteinas, no espaco
intracelular ou extracelular; atingem altas densidades em meios minimos e de baixo custo e
realizam modifica¢des pds-trasducionais semelhantes aos mamiferos (Macauley-Patrick et al,
2005). Além disso, esta levedura tem um padrao de glicosilacao similar ao das células animais
e ndo promove hiperglicolisacdo como a Saccharomyces cerevisiae (Torres & Moraes, 2002).
Por apresentar tais caracteristicas, algumas proteinas que nao sdo expressas com eficiéncia em
bactéria, S. cerevisiae ou baculovirus, sdo obtidas com sucesso e na forma funcional ativa

através das células de P. pastoris (Cereghino et al, 2001).

A fermentacdo com Pichia pode ser feita facilmente em larga escala para atender a
demandas maiores, e os parametros que influenciam a producdo e atividade da proteina,
como: pH, aeracdo e quantidade de carbono, podem ser bem controlados (Higgins and Cregg,
1998). Além disso, esta levedura ndo ¢ uma forte fermentadora, como Saccharomyces
cerevisiae e conseqiientemente nao atinge com rapidez niveis toxicos de etanol e 4cido acético
para as células (Cereghino et al, 2002). Outra vantagem do sistema com P. pastoris é a
possibilidade de reprimir a expressao da proteina heter6loga (se for téxica a célula, em altos
niveis) ja que o promotor AOX/ € fortemente reprimido nas células que crescem com glicose
e outras fontes de carbono, sendo induzido 1000 vezes quando as células sao submetidas a um

meio onde o metanol € a tnica fonte de carbono (Cereghino et al, 2002).

No sistema com Pichia, a expressdo extracelular € bastante utilizada por que a
levedura secreta baixos niveis de proteinas nativas e por isto a purificacdo da proteina
heter6loga se faz de maneira simples. A produgdo intracelular geralmente ndo resulta em

glicosilagdo, sendo assim, mais atrativo para certos tipos de proteinas, como farmacos.
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Todavia, a purificagdo das proteinas expressas dentro da célula é mais dificil quando

comparada a expressdo extracelular (Rees et al, 1999).

2.10. Justificativas deste trabalho

N

Cerca de 15% de todos os canceres humanos sdo devidos a infeccdo viral e 80%
destes sdo devidos a infeccdo pelo virus da hepatite B (carcinoma hepatocelular) e pelo
papilomavirus humano ou HPV (cancer anogenital) (zur Hausen, 2000). O HPV do tipo 16 é
responsavel por 50 a 60% dos casos diagnosticados (Motoyama et al., 2004). Portanto, €
quase universalmente aceito que a prevencdo de infec¢des por tipos de HPV oncogénicos
reduziria dramaticamente a incidéncia de cancer cervical no mundo (Shiller & Hidesheim,
2000).

No caso da infeccdo pelo virus da hepatite B existe uma vacina eficaz que permitiu a
implantacdo de um amplo programa de vacinacdo em massa, o que resultou em redugdo
drastica da morbidade e mortalidade associada ao virus (zur Hausen, 1991). Estudos recentes
em humanos demonstram que a vacinacdo contra proteinas do capsidio previnem
eficientemente a infec¢ao (Villa, 2003). Uma vacina profildtica contra os principais tipos de
HPV associados ao carcinoma cervical, prevalentes na populacdo, teria como objetivo
prevenir a infec¢do ou a reinfec¢do e beneficiar os individuos com maior risco de exposi¢ao
ao patégeno.

A possibilidade de gerar e manipular VLPs, promoveu o interesse para o
desenvolvimento de vacinas profilaticas contra os diversos tipos de HPV (Schiller, 1999). Ja
existe uma vacina contra o HPV-16, 18, 6 e 11, entretanto, seu custo € muito elevado, sendo
necessdrias 3 doses. Além disso, ela ndo engloba os tipos 31 e 33 do HPV, prevalentes na

regido Centro e Nordeste do Brasil.
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No Brasil, a falta de laboratérios capacitados para a produgdo e avaliacdo de VLPs de
papilomavirus humano representa o principal fator limitante na gera¢do de competéncia para a
producgdo de vacinas contra esse patégeno. Portanto, o dominio desta estratégia possibilitard o
desenvolvimento de VLPs dos diferentes tipos de HPVs relacionados a problemas de saide

publica.

2.11.0bjetivos deste trabalho

O presente projeto teve como objetivo principal a expressdo do gene L1 do
papilomavirus humano tipo 16 (HPV-16) em células da levedura Pichia pastoris e
conseqiiente producdo da proteina L1. Os objetivos especificos incluiram as seguintes etapas:

e Amplificagdo do gene L1 de HPV-16;

¢ (Clonagem do gene L1 no vetor de expressao pPICZ gerando a constru¢do pPICZL1H]16;

¢ Transformacgdo das células de P. pastoris com a constru¢ao pPICZL1H16;

e Selec¢ao e andlise das coldnias recombinantes da levedura;

e Avaliacdo da producgdo da proteina L1.
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Papillomavirus (PV) are small DNA viruses that infect mucosal and cutaneous epithelium and
cause benign hyperproliferative lesions in human and animals. Occasionally these lesions can
progress to cancer under appropriated environmental conditions. The human papillomavirus
(HPV) is associated with many different types of cancer with approximately 450,000 newly
diagnosed cases each year and 50% mortality rate. The bovine papillomavirus (BPV) is
associated with papillomatosis and cancer in bovines. Cattle cutaneous papillomatosis is not
only a health problem but also has economic consequences. Occasionally, entire herds have to
be culled if the papillomatosis does not regress. Infections with papillomatosis induce type-
specific immune responses, mainly directed against the major capsid protein, L1. Based on
the propensity of the L1 protein to self-assemble into virus-like particles (VLPs), our group
has lead to research into the development of BPV and HPV vaccine strategies. This work
focuses on the expression of L1 BPV and HPV gene in the Pichia pastoris expression system
how a base to VLP production.

Keywords: VLP, Pichia pastoris, heterologous expression system, papillomavirus, vaccine

1. Introduction

Papillomaviruses are small double-stranded DNA viruses found in a wide variety of proliferative
lesions of epithelial origin and that are associated with different carcinogenesis process in human and
other animals [1].

Human papillomavirus (HPV) has been firmly identified as the major etiologic agent of neoplasia
of cutaneous and mucosal epithelia [2]. Of the 200 or more types of HPV that have been discovered,
about 35 of them are associated with cancer. Cervical cancer is the second most common cause of
cancer-related deaths in women worldwide. More than 450,000 cases are diagnosed each year,
resulting in nearly 250,000 deaths. HPV-16 is the most prevalent, accounting for more than half of
cervical cancer cases [3].

In cattle, bovine papillomavirus (BPV) are the etiologic agent of neoplasia of upper
gastrointestinal tract, and urinary blander, and cutaneous papillomatosis. Infection by papillomavirus
requires epidermal or mucosal epithelial cells. Initial infection occurs in basal cells and the access to
these cells occurs through micro-abrasions caused by various forms of physical trauma [4]. The
correlation of BPV and cancer has been evaluated not only because of the economic repercussions of
virus infection, but also because the system is an attractive experimental model to study HPV infection
and carcinogenesis [5,6].

Papillomavirus can not be grown in the laboratory as a source of antigen for serological tests and
conventional killed vaccine development, so vaccine development is difficult [7]. Therefore,
papillomavirus vaccines currently under development employ genetic engineering technology. The
main requirement for prophylactic papillomavirus vaccine is to induce neutralizing anti-bodies against
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natural structural viral capsid proteins to prevent virus entry into the host cell [8]. The principle
protein components of the virion are two virus encoded proteins. The main protein components of the
virion are proteins encoded by two open reading frames (ORF). The major capsid protein has a
molecular weight of 55-60 kDa and is encoded by L1 ORF and the minor capsid protein, produced in a
substantially less amount, is encoded by the L2 ORF and it has a apparent molecular weight of 75-100
kDa [9]. The discovery that papillomavirus capsid proteins L1 and L2 (or L1 alone) self-assemble into
virus-like particles (VLPs) when over expression in a heterologous expression system was decisive to
papillomavirus vaccine research [10]. VLPs are not only immunogenic and safe, but also are able to
induce strong cell-mediated and humoral immune responses [11, 12].

Expression of papillomavirus proteins has been achieved in several different model systems as
bacteria, insect cells, mammalian cells, and yeast. Yeast as an expression host offers distinct
advantages over these expression systems both in terms of scale ability and productivity as well as the
proven safety of yeast derived viral proteins for pharmaceutical applications, e.g. hepatitis B vaccine
[13].

We have selected the methylotropic yeast Pichia pastoris to express structural protein L1 of
papillomavirus since several reports have shown that this yeast, unlike Saccharomyces cerevisiae, is
capable of expressing glycoproteins that are both non-hyperglycosylated and lack a terminal 1,3-
linked mannose addition which are undesirable features that limit the pharmaceutical potencial
applications of recombinant expressed proteins [14]. P. pastoris is transformed by integration of the
expression cassette into chromosome at a specific locus to generate genetically stable transformants.
This cassette can use the AOX1 strong promoter induced by methanol to drive the expression of
recombinant proteins to high levels even with a single integrated copy of the expression cassette [14].

In this study, we focus on the strategy for production of a recombinant Pichia pastoris expressing
HPV-16 L1 gene as a base to VLP production.

2. Material and Methods
Bacteria and Yeast cells

Escherichia coli Top 10 and Pichia pastoris GS115 were purchased from Invitrogen (Carlsbad,
CA). The E. coli strain was grown in L-broth at 37°C and P. pastoris was grown in YPD media at
30°C.

Plasmids

The pBR322 plasmid containing the whole genome of HPV-16 was used to obtained L1 HPV-16
by PCR. The pGEM-T (Promega, Madison) was used as appropriated cloning vector for PCR
products. Expression vector pPICZA, purchased from Invitrogen, contains the 5°’AOX1 promoter
region induced by methanol and the 3’ AOX1 transcription terminators, as well as the Sh ble gene, that
gives Zeocin (Invitrogem) resistance.

Cloning strategy

DNA fragment encoding the full length HPV-16 L1 gene was generated by polymerase chain
reaction (PCR) amplification using TripleMaster-Taq DNA polymerase HiFi (Eppendorf) and specific
primers. The primers were constructed based on the sequences deposited in the Gene Bank. The
forward primer for HPV-16 L1 gene was constructed to contain the yeast consensus Kozak sequence
and a restriction site for Kpnl in the 5’terminal. The reverse primer contains a terminal Sall restriction
site and the downstream stop codon was removed in order to have an attached 6 His-tag. The L1
fragment amplified was initially cloned into the pGEM-T easy vector, originating the pGEMLI1H16
with Kpnl and Sall, the restriction fragment was purified using the Promega purification kit. The
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purified L1 fragment was subcloned into the P. pastoris expression vector pPICZA, opened with Kpnl
and Sall enzymes, to originate the pPICZL1H16 construct.

DNA manipulation

All rotine subcloning, ligation, transformation, restriction enzyme digestion, and plasmid DNA
preparation were performed as described in standard texts [15].

PCR directed cloning

Two primers, FWL1H16 (5’- GGTACC AWAATGTCTCTTTGGCTGCC -3°, with Kpnl site
underlined and the Kozak sequence in italics) and RevL1H16 (5’-_ GTCGAC CAG CTT
ACGTTTTTTGCG-3’, with Sall site underlined), were used to generate a 1.5 Kb PCR fragment
containing flanking Kpnl and Sall restriction sites corresponding to L1 gene, using pBR322H16 as a
template. This PCR fragment was ligated to the pGEM-T cloning vector generating the pGEML1H16
and sequenced by the dideoxi sequencing method. After digestion of the pGEML1H16 with Kpnl and
Sall the digestion fragment was purified and ligated into the corresponding Kpnl and Sall sites of P.
pastoris expression vector generating the ppiczllhl6 construct, with a 6 histidines tail in the C-
terminus.

Pichia pastoris transformations

The recombinant plasmid (pPICZL1H16) was linearized by Sacl digestion and used to transform
the P. pastoris strain GS115 by lithium chloride protocol [21]. A 50mL culture of P. pastoris was
grown in YPD at 30°C with shaking to ODgy of 0.8 to 1.0. Cells were harvested and washed with
25mL of sterile water and centrifuged at 1500xg for 10 minutes at room temperature. The water was
discarded and cells resuspended in ImL of 100mM LiCl. The cell suspension was transferred to a
1.5mL microcentrifuge tube and centrifuged at maximum speed for 15 seconds and LiCl was removed
with a pipet. The cells were resuspended in 400uL of 100mM LiCl. For each transformation S0uL of
the cell suspension was dispensed into 1.5mL microcentrifuge tube and use immediately. The
transformation was carried out by adding a reaction mixture containing 50% PEG; 1M LiCl; 2mg/ml
single-stranded DNA; and the linearized plasmid DNA. The reaction tube was submitted to vortex
until the cell pellet is completely mixed and incubated at 30°C for 30 minutes without shaking. After
the reaction tube was submitted to heat shock at 42°C for 20 minutes. The tube was centrifuged at
7000 rpm and the transformation solution was removed with pipet. The pellet was resuspended in 1mL
of YPD and incubated at 30°C with shaking. After 1 hour and 4 hour, 25 to 100uL was plated on YPD
plates containing 100pg/mL Zeocin. The plates were incubated for 2-3 days at 30°C after which the
transformants were analysed.

Analysis of the MUT" and MUT® phenotypes of the GS115/pPICZL1H16 recombinants

After isolating the DNA from the GS115 transformed with pPICZL1H16, the following procedure
was used to identify integrants and its Mut phenotype. Amplification of the interest gene was carried
out with 5°’AOX and 3’AOX primers. About 10uL of the P. pastoris culture was placed into a 1.5mL
microcentrifuge tube and SuL of a 5U/uL solution of lyticase was added and incubated at 30°C for 10
minutes. The samples were frozen at -80°C for 10 minutes and SUL of this reaction was used to PCR.
The product of amplification was analysis by 1,2% agarose gel electrophoresis.

Analysis of total mRNA extracted from recombinants of P. pastoris
Recombinant colonies GS115/pPICZL1H16 isolated from Zeocin selective media plates were
inoculated into SmL of the minimal glycerol medium (MGY) and allowed to grow for 24h at 30°C

with vigorous shaking. To induce L1 gene expression, methanol was added to the media to a final
concentration of 1%. After incubation for 48h, methanol was added again and after a further 24h
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growth the cells were harvested. The total RNA was extract from methanol induced culture samples
using TRIzol reagent (Invitrogen). The L1 mRNA was detected by RT-PCR amplification using the
SupeScript II kit (Invitrogen). The amplification was performed with primers Fw 5°-
GGTCCATTAGGTGTGGG-3’, and Rv 5 -AGCTGTCGCCATATGGTTCTG-3’, and the L1
amplification product of 500pb confirmed by 1,2% agarose gel electrophoresis.

Analysis of L1 protein production

Cell extracts from GS115/pPICZL1H16 were analysed by sodium dodecyl sulfate poliacrylamide
gel (SDS-PAGE) separation to detect the L1 heterologous protein as follows: cells correspondin to an
optical density of ODeoo =1.0 were harvested, washed and ressuspended in 500uL of PBS+1mM
PMSF+ 1% Triton X-100, an equal volume of glass beads (0,5mm) was added and cells were
disrupted by vortexing 10 times for Imin. after centrifugation for 10min at 14000g, 10uL of the
supernatant was loaded onto a 12% SDS-PAGE and the gel was stained with silver nitrate. Dot blot
analisys of same cell extracts was performed with anti-penta-His antibody (Qiagen, Germany).
Membranes were blocked in 2% (w/v) bovine serum albumin in PBST (10mM Na2PO4, 150mM
NaCl, and 1% Tween 20). Incubation was performed three times with PBST, the membranes were
incubated with secondary horseradish antibody peroxidase (HRP) conjugated anti-mouse antibody at

1:4000 in blocking buffer His-tag detection. Three washing steps were subsequently performed with
PBST.

3. Results
Construction of the P. pastoris expression vector: pPICZL1H16

The results showed in the Fig. 1, indicate that the full length HPV-16 L1 gene was successfully
cloned into pPICZA expression vector. The construct was designated pPICZL1H]16.

4000bp_
200bp_ 3 .
15000p 4 _00bp L1_ M _1500bp
- 500bp_ sl 3000bp
g _1650bp
EO0Ep_ St
100bp_
c ol

Fig. 1 a) the PCR of HPV-16 Llgene with specific primers generated a 1.5 kb product confirmed by
electrophoresis in 1.2% agarose gel: lane MM, molecular marker 100bp ladder (Promega); lane 1, 1.5Kb L1
amplicom. This product was inserted into pPGEM-T easy vector and the pGEML1H16 was confirmed by EcoRI
digestion (data not shown). In b) the product pGEML1H16 was cleaved by Kpnl and Sall, separated in 1.2%
agarose electrophoresis and the 1.5kb fragment was purified and ligated to P. pastoris expression vector pPICZA
previously digested also with Kpnl and Sall: lane MM, lambda HindIII molecular marker; lane 1, HPV-16 L1
purified; lane 2, pPICZA purified. In c) analysis of the L1 HPV-16 clones: lane MM, molecular marker 1Kb
plus DNA ladder (Promega); lane 1, clone DNA digested with Kpnl/Sall; lane 2, pPICZA plasmid digested with
Kpnl, lane 3, pPICZA not digested. In d), is show that L1 HPV-16 gene was successfully cloned into pPICZA
vector by PCR giving origin to pPICZL1HI16 construct: lane MM, molecular marker 1Kb plus DNA ladder
(Promega); lane 1, HPV-16 L1 amplicom.
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Screening of GS115 transformants (GS115/pPICZL1H16)

Whit the use of the AOX1 primers or HPV-16 L1 primer associated with AOX1 primer is possible
verify the integration of HPV-16 L1 gene into Pichia pastoris cell genome. The results showed in the
Fig. 2, indicate that pPICZL1H16 was successfully inserted into P. pastoris GS115 strain. The
recombinant was designated GS115/pPICZL1H16.

ig&0bp___
1600bp_

cl

Fig.2 In a) are shown GS115/pPICZL1H16 clones grown in plate containing YPD+Zeocin (see Material and
Methods). In b), is shown a GS115/PPICZL1H16 clone grown in YPD+Zeocin liquid mediun (see Material and
Methods). In c), the integration of pPICZL1H16 construct into GS115 was confirmed by PCR of the GS115
recombinant clones: lane MM, molecular marker 1Kb plus DNA ladder (Promega); lanes 1 and 2, PCR using
AOX primers; lane 3, PCR using L1 HPV-16 primers. Both PCR amplifications have confirmed the presence of
HPV-16 L1 gene.

Analysis of GS115/pPICZL1H16 phenotype

The results showed in Fig. 3, indicate that all GS115/pPICZL1H16 obtained clones are MUT®
phenotype.

Fig. 3 In a) and b) are shown the GS115/pPICZL1H16 clones analysis for MUT phenotype by growth in plates
with MMH (Minimal Metanol + Histidine) or MDH (Minimal Dextrose Medium + Histidine) medium,
respectively. In c) is shown a PCR using AOXI1 primers (according with Pichia pastoris Expression System
manufacturer manual): only one band with 1500pb + 325pb, indicate that MUT® phenotype. Lanes 1, 2 and 3
identify the CL1, CL2, and CL3 clones respectively. The best growth of the clones in MDH medium associated
with only one band amplification product in PCR indicate that these clones are MUT® phenotype.

Analysis of HPV-16 L1 expression
Total RNA extracted from P. pastoris cells was analyzed for expression of the integrated L1 gene

by RT-PCR. A 500bp integrated L1 gene DNA fragment was observed as an amplification product
(Fig. 4), suggesting active transcription of the HPV-16 L1 gene. The protein extract of induced and
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non induced clones were prepared and the proteins resolved in SDS-PAGE followed by staining with
silver nitrate. The result shown in Fig. 5a indicates that L1 protein, represented by approximately
55kDa band, can be visualized in all induced clones. A Dot Blot using anti-Histidine antibody was
performed and the result confirms the SDS-PAGE data, indicate the LL1 protein expression (Fig. 5b).

MM 1 2 3 4 5

Fig. 4 RT-PCR of the GS115/pPICZL1H16 clones. Lane
MM, Ladder 100bp (Promega); lane 1, CL1; lane 2, CL2;
lane 3, CL3. Lane 4, reaction negative control. Lane 35,
GS115 wild type. The length of the product of RT-PCR

S00bp for L1 gene is 500bp.

ki 55115 CL1 CLZ CL3
Fig. 5. a) silver nitrate stained SDS- ! | NI | NI | M | NI
PAGE of the GS115/pPICZL1H16 2]
clones and GS115 wild type P. -

pastoris. 1, induced with methanol;
NI, non induced with methanol.

Arrows indicate the band (~55 kDa) EEkD=_ ‘
referent to L1 protein. Note that in
the GS115 wild type (I and NI) this bl |4
band is not seen. b) Dot Blot using m
anti-His tag was performed to verify 45k0= rd r rJ
- -

the expression of L1 protein
expressed linked to a 6 histidine tag. 28
The total protein was extract of the -

CLI1 clone and GS115 wild type and -
appropriatedly  diluted  before
applied on the membrane. The Dot [] protsin ik SR o, RNl

Blot was revealed by peroxidase pRCZLIHIE Wi tipe
reaction. C-, GS115/pPICZL1H16
protein extract hybridized only with
secondary antibody

3)

1:H
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4. Discussion

Traditionally most prophylactic vaccines for human viruses have consisted of live attenuated or
inactivated virus. In the case of papillomavirus, due to the lack of a virus production system or
proteins from natural sources to vaccine development the molecular cloning of the papillomavirus
genes have been employed as a suitable source. Papillomavirus like-particles (VLPs) made from the
major capsid L1 protein alone have been proven to induce protective immunity in animal model and
Ll-only VLPs are currently in clinical use [16]. A variety of expression systems have been
investigated for expression of papillomavirus capsid protein as potential systems for producing
vaccines. Typically, overexpression of proteins in bacteria may yield inappropriately folded and/or
glycosilated proteins [13]. To overcome these problems a variety of expression systems have been
devised [13]. All these recombinant cell expression systems require stringent purification and sterile
protocols to obtain sufficient papillomavirus L1 antigen [14]. Therefore, these processes are very
expensive for developing countries that urgently require these vaccines [17].

P. pastoris is a methylotrophic yeast, capable of metabolizing methanol as its sole carbon source.
The first step in the metabolism of methanol is the oxidation of methanol to formaldehyde by alcohol
oxidase enzyme using oxygen. Two genes code for alcohol oxidase, AOX1 and AOX2. The majority of
alcohol oxidase activity in the cell is attributable to the product of the AOX1 gene which expression is
controlled at the level of transcription. In methanol-grown cells approximately 5% the polyA+ RNA is
from the AOX1 gene, and growth on glucose represses transcription, even in the presence of the
inducer methanol. The loss of the AOX1 gene, and thus loss of most of alcohol oxidase activity in the
cell, results in a strain that is phenotypically Mut® (Methanol utilization slow) [14,18]. As a eukaryote,
P. pastoris have many advantages of the of eukaryotic expression systems, such as protein processing,
protein folding, and posttranslational modification, while being as easy to manipulate as E. coli or S.
cerevisae. As an yeast, it shares the advantages of molecular and genetic manipulations and presents
advantages over S. cerevisae in respect to recombinant expression protein levels and therapeutic use of
the produced proteins. P. pastoris can produce 10-100-fold more heterologous protein and do not adds
core terminal oligosaccharides 1,3 glycan linkages, which are believed to be primarily responsible
for the hiper-antigenic nature of the recombinant proteins, making them particularly unsuitable for
therapeutic use [14,19].

In this paper we described the use of a recent expression system based on P. pastoris yeast cells
to express L1 papillomavirus protein as a first step to a vaccinal strategy based on VLPs against
papillomavirus infection in human and animals. Initially we have constructed the expression vector
pPICZL1H16 containing the L1 gene of HPV-16 by amplification with specific primers where the L1
gene have the initial ATG codon as part of a yeast Kozak consensus sequence [20] in order to improve
the translation of L1 protein. The L1 gene produced by PCR was cloned into pGEM-T easy vector and
subcloned in frame with a his tag into the pPICZA expression vector for P. pastoris cells
transformation. Although spheroplasting have been used for yeast transformation, it is not
recommended for transformation of Pichia with plasmids with zeocin resistence genes, because this
method does not allow direct selection on zeocin containing plates [14]. Therefore we have used the
LiCl transformation technique that showed good results, producing 40 recombinant clones selected by
zeocin resistence. All the clones obtained has shown the Muts phenotype, since they grow slowly in
the presence of methanol and have presented a unique band after colony PCR with AOX1 primers.
However, this is not an impairing characteristic, since the final yield of heterologous protein
production can be even higher in Muts strains of P. pastoris.

After induction by methanol we have checked the transcription of the .1 gene of recombinant
clones by RT-PCR, since in Saccharomyces was already verified the premature termination of
transcription in TA rich sequences such as TTTTTATA, that resembles a sequence in HIV-1 gp 120,
which resulted in premature termination of the mRNA when expressed in Pichia [14]. The RT-PCR
analisys has confirmed that all 40 recombinant clones were positive for L1 gene mRNA transcription.
The first clones (CL 1-3) were grown on glycerol and after induction by methanol the L1 protein was
detected in the appropriated apparent size (~55kDa) in the electrophoresis gel. The 6-his tag fused to
the L1 protein was used to confirm the identity of the produced protein by Dot blot analisys using an
anti-his antibody.
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The data presented in this work confirm the viability of the P. pastoris cells system to
papillomavirus heterologous protein production, specially the capsid proteins that are natural
candidates for the development of a vaccinal strategy against papillomavirus infection based on VLPs.
The next steps will be to select the best producing clones, to standardize and scale up the production of
L1 protein in fermenters, and after purification to analyze the ability of this heterologous protein to
assemble in VLPs and, finally, to perform immunogenic analysis.
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5. INFORMACOES COMPLEMENTARES
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5.1. Detalhamento da metodologia utilizada

5.1.1. Transformacao bacteriana

Células Escherichia coli DH5a foram transformadas pelo sistema de cloreto de cdlcio
(Sambrook et al, 1989) com o plasmidio pBR322, contendo o genoma do HPV-16
(pBR322H16). A linhagem a ser transformada foi inoculada em 50 mL de meio LB para
crescimento por 16 horas a 37°C, com agitacdo. Apds este periodo, realizou-se o ré-
inéculo com 1 ml da cultura em novo erlenmeyer contendo 500ml de LB para crescimento
a 37°C, com agitagdo até atingir uma DO A600 de 0,5. Uma aliquota de 250ml de cultura
foi centrifugada a 5000rpm por 5 min, e 0°C. O pellet obtido foi ressuspendido em 30ml
de solugdo gelada de CaCl2 (100mM) e incubado no gelo por 30min. Nova centrifugagdo a
5500rpm por 7min foi realizada para ressuspensdo das células em 5ml de solugdo CaCl2
100mM, 15% de glicerol bem gelados. Aliquotas de 250ul de células competentes foram
armazenadas em freezer -80°C. Para a transformacao, 0,5ug de DNA, 25ul de tampao de
transformacgdo e 50ul das células competentes foram incubados no gelo por 30min com
posterior choque térmico a 42°C por Smin. Apds 1min no gelo foi acrescentado 800 ul de
LB para recuperacdo das células por 1 hora a 37°C. Placas com LB + ampicilina
(100pg/ul) foram semeadas com 100ul das células e deixadas a 37°C, por 16-24 horas
para crescimento dos transformantes.

5.1.2. Mini-extracao Plasmidial (lise alcalina)

Os recombinantes foram analisados quanto a presenca do vetor pBR322H16, através
de miniprep e digestdo (figura 1) com enzima BamHI (Fermentas) que libera o genoma
viral.

Para extracdo plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. A cultura foi
crescida a 37°C em 20 ml de meio LB + antibidtico por 16 horas. Apds este periodo foi

feita uma centrifugacdo da cultura em tubo de 1,5ml, por Imin, 4°C a 12000rpm. Depois
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de obtido o pellet bacteriano, 0 mesmo foi ressuspendido em 100ul da Solugdo I gelada
(glicose 50mM, Tris-HCI 25nM pH 8, EDTA 10mM pH 8) para dispersdo em vdrtex e
posteriormente, misturado por inversdo com 200ul da Solu¢doll (NaoH 0,2N e SDS 1%)
para lise das células. A Solucaolll (acetato de potdssio SM, 4cido acético glacial e dgua
destilada) foi adicionada (150ul) para precipitacido de proteinas e DNA gendmico no tubo
que foi mantido no gelo por 3-5min. Logo apds, realizou-se uma centrifugacdo a
12000rpm por 5min e 4°C. para recuperacdo do sobrenadante em um novo tubo. Foi
acrescentado 2 volumes de etanol a temperatura ambiente e misturado por vortex para
precipitacdo a -80°C, por 30min. Uma centrifugacdo a 12000rpm, 15min e 4°C foi
realizada para remocdo do sobrenadante e obtengdo do pellet, que foi adicionado de 1 ml
de etanol 70% gelado para lavagem através da centrifugacdo por 5-10min. Apds remogao
do sobrenadante e secagem do pellet na estufa (37°C), ele foi ressuspendido em 50ul de

TE (pH 8) ou dgua MilliQ, contendo RNAse (20ug/ml) para estoque a -20°C.

Fkh

2kh
4. 3kh

Figura 1. Extracdo e digestdo de plasmidio PBR322H16. A- extra¢do de plasmidio; pogo 1:
marcador lambda Hind III, poco 2, 3 e 4: PBR322H16. B- digestdo de PBR322H16 com
BamHI; pogo 1: marcador lambda Hind III; pogo 3: genoma viral (8kb) e plasmidio PBR322

(4,3kb).
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5.2. Amplificacdo do Gene .1 de HPV-16 por PCR

Ap6s a digestdo e confirmacdo da presenca do genoma viral de HPV-16 nos clones,

submetemos o material a uma amplificagdo com primers especificos.

5.2.1. Desenho de primers para a amplificacdo do gene L1 de HPV-16

As seqiiéncias do genoma de HPV-16 (8kb) e do gene L1 (1,5kb) foram obtidas
através do banco de dados do site NCBI (National Center for Biotechnology Information,
www.ncbi.nlm.nih.gov). Para analisar a complementaridade e eficiéncia dos primers direto
(forward) e reverso (reverse) na seqii€éncia do gene desejado, foi utilizada a ferramenta Oligo
Analyser do site www.idtdna.com e o programa Gene Runner (www.generunner.com). O
resultado mostrou que a seqiiéncia dos primers forward e reverse nao apresentavam

imcompatibilidades interferentes no pareamento.

Para facilitar a clonagem dos produtos amplificados por PCR, foram incluidos nas
extremidades dos primers, sitios para as enzimas de restricdo Kpnl (primer direto) e Sall
(primer reverso) compativeis com o vetor de expressio pPICZ (Invitrogen). Também foi
adicionada, na regido inicial (ATG) do primer direto, a seqiiéncia consenso de Kozak

(A/7YAA/TAATGTCT) para expressdo em leveduras, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Seqiiéncia de nucleotideos dos primers para amplificagdo do gene L1 de HPV-16.

Primer Seqiiéncia 5’- 3’
Forward GGTACC* AWAATGTCT* CTTTGGCTGCCT
Reverse GTCGAC** CAGCTTACGTTTTTTGCG

* Sitios de restricdo para Kpnl* e Sall** em negrito

* Seqiiéncia consenso de reconhecimento do inicio de tradu¢do em leveduras
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5.2.2. PCR de L1

O resultado esperado da amplificacdo seria uma banda de 1500pb correspondente ao
gene L1 (Figura 2), mas a andlise em gel de agarose 0,8% mostrou que o DNA nao havia sido

amplificado.

Genoma viral HPV 16

_’
T L1 1500pb
4_
pBR322H16 —- pBR322H16 —- I:l
PCR

Figura 2. Esquema da PCR do gene L1.

5.2.3. Analise do gene L1 para o sitio BamHI

A enzima BamHI foi utilizada para clonar o genoma de HPV-16 no plasmidio
PBR322. Com base no resultado obtido da PCR de L1, foi feita uma andlise do genoma viral
de HPV-16 usando o programa on line Web Cutter 2.0 para avaliar a presenca do sitio de
restricdo para a enzima BamHI, sendo encontrado um tnico sitio (Tabela 2). A ORF de L1
inicia na posicdo 5559 e termina na posicdo 7154 do genoma de HPV-16. Nesta ORF foi

detectado o sitio de restri¢do para BamHI.

Tabela 2. Localizagdo do sitio de BamHI (GGATCC) no genoma de HPV-16.

Nome da Niimero de | Posicao do Sequéncia de
enzima cortes sitio reconhecimento
BamHI 1 6150 pb g/gatcc

(6138pb) CACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTG (6171 pb)
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Sendo assim, o genoma de HPV-16 foi linearizado e clonado no plasmidio pBR322,
através do corte dentro da ORF de LI1. Conseqiientemente, na amplificacdo do gene, os
primers se anelaram de modo a amplificd-lo juntamente com o vetor pBR322 (cerca de

5800pb), como mostra a figura 3.

Genoma viral HPV 16
L1 L1 -«
L1 L1
C . ' Fragmento de 5800 pb
PBR322 PBR322
BamHI BamHI L1 Bl 11
PCR
pBR322
6kb+—— P — 58kb

Figura 3. Descri¢do esquematica do problema da nao amplificacdo de L1

5.2.4. Nova estratégia para amplificacao do gene L1
Com o objetivo de promover a amplificacdo do gene L1, a estratégia encontrada foi
isolar, purificar e recircularizar o genoma viral de modo a reconstituir a ORF de L1 (Figura

4), antes de realizar a reacdo de PCR.
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Ligacao do L1
Genoma viral genoma viral
- I L L1 L1 y
. B H B
l > PCR
PBR322

—

Digestao PBR322
BamHI

L1

1]

Figura 4. Estratégia para amplificagdo do gene L1 de HPV-16.

5.2.5. Purificacio do genoma viral de HPV16

Para a purificacdo do genoma do virus (8kb) foi realizada a digestdao do pBR322H16
com a enzima BamHI (Fermentas), com a finalidade de liberar o genoma viral e apds
separacdo em gel de agarose (0,8%) a banda de 8kb foi excisada e purificada por meio do uso
do kit QIAquick Gel Extraction da Qiagen. Na Figura 5 € apresentado um gel de agarose 0,8%

no qual se observa uma banda de 8kb correspondente ao genoma viral purificado.

8 kb
9kb

Figura 5. Genoma do HPVI16 purificado. 1- Marcador lambda Hind III; 2- Banda

correspondente ao genoma de HPV16 (8kb) purificado
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5.2.6. Ligacao do genoma viral
Obtido o genoma viral purificado, este foi submetido a recircularizacio via reagcao de
ligacdo (usando a enzima T4 Ligase, Invitrogen) seguindo o protocolo descrito pelo

fabricante, com os componentes apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢ao da reacdo de ligagao do genoma de HPV16

Reagente Volume
DNA plasmidial 15uL
Enzima ligase 10u pL. 0,5uL
Tampdo 10x 4uL
Agua 0,5uL
Total 20uL

Quando a reacdo de ligacdo (ligase, DNA recircularizado, tampdo) foi usada
diretamente como template, a taq de alta fidelidade, Tripple Master (Invitrogen), ndo
amplificou o gene L1. Portanto, foi necesséria a purificagdo da reacdo com o Kit QIAquick

PCR Purification (Qiagen) para que a amplificagdo ocorresse.

5.3. Construcao do vetor de expressao pPICL1H16
5.3.1. Clonagem do gene L1 no vetor pGEM-T Easy

O gene L1, ap6s PCR com taq Tripple Master (Eppendorf) e purificacdo com o uso do kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen), foi clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega). Os clones
foram obtidos por transformag¢do com CaCl2 (Sambrook et al, 1989), selecionados em meio
LB (com X-GAL, IPTG, ampicilina) e analisados quanto a presenga do inserto por miniprep
(Sambrook, 1989), seguida de digestdo com a enzima que flanqueia o gene (EcoRI -

Fermentas) e PCR com os primers de L1 (figura 6).
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1 3456 1 2 3 4

C

Figura 6. Extracdo, digestio e PCR de pGEMLI1H16. A — Extracdo plasmidial: pogo 1,
marcador lambda Hind III; pocos 3 e 4, pGEM com inserto L1; pocos 5 e 6, pPGEM sem
inserto. B — Digestdo pGEML1H16; poco 1, marcador lambda Hind III; poco 2, gene L1
como controle (1,5 kb); pogos 3 e 4, pGEM (3 kb) e L1 (1,2 kb). C — PCR de L: poco 1,

marcador 100 pb; pocos 2 e 3, gene L1 amplificado (1,5 kb).

A digestdio do pGEMLIH16 deu origem a um fragmento de 1,2 kb, com
aproximadamente 300 pb deletados. Isto ocorreu porque o gene possui um sitio de restri¢ao
para EcoRI no fim da sua ORF.

5.3.2. Subclonagem de L1 no vetor pPICZA

Ap6s confirmagdo da construgdo pGEMLI1H16 em E.coli DHS5a, foi realizada uma
extracdo com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) para posterior amplificagdo, purificacdo
e digestdao de L1 com as enzimas Kpnl (Fermentas) e Sall (Fermentas). Paralelamente, o vetor
pPICZA (Invitrogen) também foi digerido com as mesmas enzimas apds sua extracao pelo kit
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e purificacdo pelo kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Os
produtos purificados foram ligados com uso da enzima T4 ligase (Promega) e transformados
por CaCl2 (Sambrook et al, 1989). A andlise dos clones foi feita através de extracdo

plasmidial (Sambrook, 1989), digestdo com as respectivas enzimas e PCR do gene L1.
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5.3.3. Transformacao da levedura Pichia pastoris com pPICL1H16

Os clones com a construcdo pPICLIHI16 foram submetidos a extragdo com o kit
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), para obtenc¢ao de, Sug/ul (no minimo) de DNA e posterior
linearizacdo com a enzima Sacl para transformacgdo da levedura Pichia .pastoris pelo sistema
de cloreto de litio (Invitrogen). A andlise dos clones foi feita por crescimento em meio YPD
com 100pug/ml de zeocina, e PCR de colonia (Linder et al., 1996).
5.3.4. PCR de colonia

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

células foi utilizada para a reacdo de PCR como mostra a tabela 4.

Tabela 4. Reacdo de PCR direta de colonia

Reagente Volume
Células lisadas SuL
5" AOXI primer (10 pmol/ul) 1pL
3" AOX1 primer (10 pmol/uL) 1pL
Tampao 10x SuL
MgCI2 (25mM) SuL
dNTP (25mM) 1uL
Agua 27uL
Total 45uL

A reacdo foi incubada a 95°C por 5 min e depois adicionada de SuL de 0,16 U/uL de
Tag polymerase (0,8 units). O programa utilizado apresenta 30 ciclos: 95°C de desnaturacao
(1 min), 54°C de anelamento (1min) e 72°C de extensdo (1min), incluindo extenséo final de 7
min.

Além dos primers AOX, listados na tabela 5, a reacdo também foi feita utilizando-se

os primers para L1.
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Tabela 5. Primers para amplificagdo de regidao AOX.

Primer Seqiiéncia 5’- 3’
37 AOXI1 Pichia 5" GCAAATGGCATTCTGACATCC 3°
57 AOX1 Pichia 5" GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3~

5.4. Analise da expressao da proteina L1
5.4.1. Fermentacao dos clones e inducao da expressao do gene L1

Foram selecionados 3 clones de Pichia pastoris e a linhagem GS115 sem o inserto,
para os ensaios de fermentacdo, que seguiram o protocolo apresentado no manual EasySelect.
Pichia Expression Kit (Invitrogen). As colonias foram inoculadas em meio MGH - Minimal
Glicerol Médium Histidine (1,34% YNB, 1% glicerol, 0,00004% biotina, 0.004% histidina)
ou BMGH - Buffered Minimal Glicerol Médium Histidine (mesma composicao do MGH, mas
acrescentado de tampdo fosfato de potdssio 100mM, ph. 6,0) para crescimento por 16-24
horas, a 28-30°C. O volume de meio utilizado foi equivalente a 10% do volume do
erlenmeyer. Para a indugdo, a cultura deveria estar numa DO600 de 1-6. Nesta fase, o meio
com glicerol era retirado, por centrifugacdo (3000xg, 5 min, temperatura ambiente) e as
células ressuspendidas em meio com metanol MMH - Minimal Methanol Histidine (1.34%
YNB, 0,00004% biotina, 0.5% metanol) ou BMMH - Buffered Minimal Methanol. A indugao
foi feita a cada 24 horas de crescimento, com adi¢ao de metanol 100% para uma concentracao
final de 1%. Um volume de Iml era centrifugado e estocado a -80°C, também a cada 24
horas, para posterior anélise em géis de SDS-PAGE 12,5%.
5.4.2. Extracao de RNA total dos recombinantes de P.pastoris

A extragdo de RNA dos clones foi feita a partir do método que utiliza fenol &cido,
quente. Um volume de 5-10ml de cultura induzida, foi centrifugado a 5000 rpm, por 4 min. O
pellet foi ressuspendido em 600 ul de solu¢do AE (acetato de sédio, 50 mM, pH 5,3 e EDTA,

10mM), e depois passado a um tubo de 1,5ml. A amostra, foram adicionados 40 ul de SDS
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25%, levando-se ao voértex. Rapidamente, foi feita a adicao de fenol previamente aquecido a
65°C e equilibrado em tampao AE. Apds agitagdo no vortex, a amostra foi incubada a 65°C,
por 10 min e, posteriormente, congelada a 4°C, por Smin. Foi realizada uma centrifugacao de
10000 rpm, por 5 min para recuperacdo da fase aquosa em novo tubo, a qual foi misturado,
por inversdo (2-3min), um volume igual de fenol/cloroférmio/isoamilico (25:24:1) a
temperatura ambiente. Para nova recuperacao da fase aquosa, fez-se uma centrifugacdo a
14000 rpm por 2 min. Um volume de 1ml de cloroférmio foi agregado para separar as fases,
através de centrifugacao a 12000 rpm, 2 min. Ao sobrenadante (em novo tubo), foi adicionado
1/10 de acetato de sdédio 3M (pH 5.3) e misturado em vértex. Posteriormente, foram
misturados 2,5 volumes de isopropanol para a precipitacio do RNA a -20°C e 5 min. A
amostra foi centrifugada a 12000 rpm por 10 min, para obten¢do do pellet que em seguida, foi
lavado 2x com 1 ml de etanol 80% sob centrifugacio de 14000 rpm por 5 min. A
ressuspensdo do pellet foi feita em 5-20 ul de d4gua DEPC, apds secagem (ndao completa) em
temperatura ambiente. Alternativamente foi utilizado o método com uso do reagente Trizol
(Invitrogen), de acordo com o protocolo do fornecedor.
5.4.3. Sintese de cDNA e RT-PCR

A constru¢do do cDNA foi realizada a partir do kit SuperScript 11 (Invitrogen). Foram
utilizados de 1-5ul. (Ing-5pug) de RNA e, juntamente com 1ulL do primer oligo DT 15
(Promega), incubados a temperatura de 65°C, por 5 minutos e no gelo, por 2 min. Em seguida,
foram acrescentados 7ul. do tampao (5x), 1uL de DTT, 1ul. de RNAsin (40 U/uL), 1uL de
Dntp (10mM) e 1uL de Transcriptase reversa para incubacao a 42°C, por 1 hora, e 70°C, por
15 min.

A amplificagdo foi feita através da RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polimerase Chain

Reaction), utilizando-se 2 pl de cDNA, 15,5 pl de H20, 2,5uL de tampao (10x), 1uL. de ANTP

(2mM), 1uL. de MgCl, (50mM), 0,5uL de Taq DNA Polimerase (SU/uL) e 1ul (10pmol/ul)
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de cada primer, para um volume final de 25 pl de reagdo. Os primers utilizados foram
construidos com base na seqiiéncia interna do gene LI, resultando em um produto de
amplificac¢do de 500 pb.
5.4.4. Avaliacao da expressao de L1 através de Dot Blot

Os 3 clones analisados e positivos quanto a transcricao de L1, foram inoculados para
uma nova inducdo e andlise da expressio da proteina recombinante por Dot Blot. O
crescimento foi realizado nas mesmas condi¢des descritas do item 4.1.
5.4.4.1. Padronizacao Dot Blot

Nos testes para otimiza¢do do Dot Blot, foram usados os anticorpos anti-penta-His e
anti-tetra-His, ambos da Qiagen e um anticorpo (IgG total) secunddrio conjugado a
peroxidase (Sigma). Inicialmente, foram feitos vérios testes de concentracdes s6 com o
anticorpo primadrio (1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500 e 1/1000) e o anticorpo secundario (1/400,
1/800, 1/1000, 1/1600, 1/2000, 1/5000, 1/10000). Foi observada que a interagdo entre os dois
era melhor quando o primdrio estava na dilui¢do de 1/50, 1/100, 1/200 e 1/500, com o
secundério diluido de 1:800, 1/1000 e 1/1600. Os substratos testados foram o DAB (Sigma) e
o TMB (sigma), com este ultimo apresentando melhor sensibilidade.

Os primeiros testes de concentragdo e interacdo antigeno/anticorpo foram feitos com
uma proteina controle constituida de uma cauda de histidina. Foi usado tanto o anticorpo

primdrio tetra-His (figura 7), quanto o penta-His (figura 8).
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figura 7. Dot blot de proteina com cauda poli-His (controle positivo) e anticorpo primario
anti-tetra-His. A proteina foi testada na concentracdo de 5,10,20 e 40ng (linhas a, b, c e d). A
cada coluna (1, 2, 3, 4) foram testadas diluicdes do 1°anticorpo -1:50, 1:100, 1:200 e 1:500.
Dilui¢ao do 2° anticorpo: 1:800. As concentracdes foram testadas para ambos os anticorpos

primdrios: tetra-His e penta-His.

80



Coimbra, E. C.  Avaliacdo do uso das células da levedura P. pastoris para expressao do gene L1 de HPV-16.
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Figura 8. Dot blot de proteina com cauda poli-His (controle positivo) e anticorpo primario

anti-penta-His. Mesmas condic¢des da placa com o tetra-His.

Deste primeiro teste vimos que o anticorpo penta-His reagiu melhor se comparado ao
tetra-His, apresentando reacdo apenas onde havia uma concentragcao de 40 ng da proteina. No
entanto, no primeiro ensaio com o extrato protéico intracelular total de um clone induzido
(clonel), foram também utilizados o penta-His (figura 9) e o tetra-His (figura 10) para uma

melhor comparagao.
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Figura 9. Dot blot de proteina total intracelular do clonel com anticorpo primdrio anti-penta-
His. O clone foi induzido, em fermentador, com 1% de metanol e o tempo usado no
experimento foi de 96 horas. A concentracdo deste extrato era de 8,543 mg/ml de proteina
total. Foram feitas 4 diluicdes: 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 (linhas a, b, c, d). A dilui¢do do segundo

anticorpo foi de 1:800.

1 2 3 4 5 B
a 1:5
= 1:5

b

Lig. L
C

L 120
d 1:40 140

Figura 10. Dot blot de proteina total intracelular do clonel com anticorpo primdrio anti-tetra-
His. Foram feitas 4 dilui¢des: 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 (linhas a, b, c, d). A dilui¢cdo do segundo

anticorpo foi de 1:800. As colunas 5 e 6 correspondem ao controle negativo ou branco,
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equivalente ao extrato ou proteina sé com o anticorpo secunddrio (auséncia do primario).
Coluna 5: branco da proteina controle com cauda poli-His; coluna 6: branco do extrato

protéico do clonel.

Nestes dois ultimos experimentos, pode-se concluir que os dois anticorpos primarios
reagiram de forma semelhante com as concentracdes da proteina. Em relagdo aos controles
negativos, foram observadas reagdes inespecificas das proteinas do clone com o anticorpo
secundério. No entanto, quanto menor a concentracdo, menos visivel a reacdo inespecifica.
Este tipo de reacdo nao foi observada na proteina usada como controle positivo (proteina poli-
His), provavelmente por estar purificada (livre de proteinas interferentes).

Com intencdo de reduzir a inespecificidade da reacdo, um novo ensaio foi realizado
com bloqueio do anticorpo secunddrio que, desta vez, teve sua diluicio aumentada para
1:1600. A concentracao do bloqueio que era de 1%, foi mantida, mas também foi testado um
bloqueio de 2,5%, sem o bloqueio do segundo anticorpo. Foram feitas 3 placas com as
mesmas variacoes de bloqueio e dilui¢do de anticorpos, para o clonel (figura 11), para a
GS115, controle sem inserto (figura 12) e para a proteina poli-His, como controle positivo
(figura 13). As amostras do clonel e da GS115 foram igualadas na concentra¢do protéica
(0,4mg/ml) e o anticorpo primdrio utilizado em todas as reagcdes foi o tetra-His.
Adicionalmente, testou-se a ligagdo do anticorpo secunddrio as proteinas da levedura (GS115)

sem o inserto (figura 14).
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Figura 11. Extrato protéico intracelular do clonel diluido de 1:10 (0,8mg/ml) e 1:20
(0,4mg/ml). O tempo utilizado foi de 96 horas de indugdo, em fermentador, com metanol 1%.
As dilui¢cdes para o 1° anticorpo foram de: 1:500 (linhas a, c¢) e 1:1000 (linhas b, d). As

diluicdes do 2° anticorpo foram de 1:800 (linhas a, b) e 1:1600 (linhas c, d).

) 1:5m
b
y —— 1:1000

1% de 1.:-11:-q|.1.eicu, seTy 1% de bloquelo, comu

bloqueio do 2% amtis. bloquelo do 2° ardig.
C 1200

2,5%: de bloqueio, ey
bloquein do 2%amtis.

a1 W] 1:2 10 ] 1:2 piuro 1:2

Figura 12. Dot blot de proteina total intracelular do controle negativo GS115. A concentracio

do extrato puro estava em 0,4mg/ml, o qual também foi diluido de 1:2 (0,2mg/ml). O tempo
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utilizado foi de 96 horas de inducdo, em shaker, com 1% de metanol. As dilui¢des para o 1°
anticorpo foram de: 1:500 (linhas a, ¢) e 1:1000 (linhas b, d). As dilui¢des do 2° anticorpo

foram de 1:800 (linhas a, b) e 1:1600 (linhas c, d).

s Laoon 12000 | 1:a00 Lioon 1:2000
= mng
2,5% de bloqueio 1% de bloqueio
i (zem bloqueio do 2% amtic ) [eomy bloqueln do2®antie )
alng
C 1605z
d

Figura 13. Dot blot de proteina poli-His, controle positivo, em maiores concentracdes. As
concentracoes utilizadas foram de 40, 80 e160ng (linhas a, b e ¢). O 1° anticorpo foi usado
nas dilui¢des de 1:500, 1:1000 e 1:2000, e o segundo anticorpo, na dilui¢do de 1:1600. A
linha d corresponde, apenas, a presenga de anticorpo secunddrio, sendo um controle negativo

para confirmar que o mesmo nao se liga a membrana de nitrocelulose (bloqueio de 1%).
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Figura 14. Dot blot de clone 1 e de GS115 com auséncia de anticorpo primério, controle
negativo. As duas primeiras colunas correspondem (1 e 2) as proteinas da GS115 + anticorpo
secundéario. E as colunas 3 e 4 apresentam as proteinas do clonel + anticorpo secundario. O
2°anticorpo estd diluido de 1:800 (colunas 1 e 4) e de 1:1600 (colunas 2 e 3). As
concentracdes do clone estdo de 0,8mg/ml (1:10) e 0,4mg/ml (1:20); e as concentracdes da
GS115 estdo de 0,4mg/ml (puro) e 0,2mg/ml (1:2). As linhas a e b apresentam bloqueio de

1% e as linhas c e d, 2,5%.

Com estes resultados, foi possivel determinar que os bloqueios de 1% e 2,5% (sem
bloqueio do segundo anticorpo) apresentam resultados semelhantes, e que o bloqueio de 1%
(com anticorpo secundério bloqueado) resulta em pouca ou nenhuma reagdo. Os resultados do
clone e da GS115 foram semelhantes quando usando o anticorpo primério + secundédrio. No
entanto, na placa do controle negativo, onde foi usado apenas o conjugado com as proteinas, o

clone (1:20 ou 0,4mg/ml)) apresentou menos reacdo se comparado a GS115 (puro ou 0,4
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mg/ml), nas linhas c e d, respectivamente. Em relagdo a proteina utilizada como controle
positivo (poli-His), sugerimos que ela pode ter sido degradada ou perdido a cauda de histidina
(pelo tempo de estoque), ja que apresentou pouca ou nenhuma reacao.

Pdde-se concluir que o anticorpo secunddrio reage inespecificamente com as proteinas
da levedura. Novos testes com outros anticorpos secundarios, como um conjugado (IgG1) a
biotina (Sigma), também apresentaram reacao inespecifica com as proteinas de P.pastoris.

Foi feito um novo crescimento com 3 clones (cada um em duplicata, com uma amostra
induzida por metanol e outra ndo-induzida) e a GS115 (controle negativo, também induzida e
ndo-induzida), para purificacdo por coluna de niquel com o Ni-NTA Spin Kit (Qiagen). Desta
vez, o crescimento dos trés clones e da GS115 foi feito com um maior nimero de células
(DO600 30-40) em 50 ml de meio, e maior concentragdo de metanol na indug¢do (2%). O
periodo de indugdo durou 96 horas. O gel de SDS-PAGE, corado tanto por comassie, quanto
por prata, ndo apresentou a banda esperada (55 kDa) ap6s a purificacao.

O material purificado foi submetido a uma didlise e liofilizagao para realizacdo de um
dot blot, onde apenas um clone apresentou o resultado esperado (figura 15). Todavia, mesmo
com um material purificado, observou-se reacdo inespecifica no controle negativo (GS115), o
que reforcou a inespecificidade do anticorpo secunddrio e a necessidade de se utilizar um

anticorpo primadrio anti-His, conjugado.
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Figura 15. Dot blot de clones 1, 2 e 3, e GS115 purificados por coluna de niquel. As
linhas a e b, correspondem ao crescimento com indugdo, onde apenas o clone 2 apresentou
resultado positivo. As linhas b e c, apresentam as amostras ndo-induzidas, com reacdes

inespecificas na GS115 e no clone 1.

Com a aquisi¢do de um anticorpo primario, conjugado a fosfatase alcalina (Sigma), foi
possivel repetir o experimento (figura 16). O crescimento dos trés clones e da GS115 foi feito
com células na DOe600 30-40, em 50 ml de meio, e 2% de metanol na indug@o. O periodo de
indu¢do durou 96 horas. O protocolo teve como etapas: ligacdo das proteinas (1,5ul) na
membrana por lhora; lavagem (1X) com TBS por 5 min; bloqueio com 2,5% de leite por 40
min, lavagem (1X) com TBS por 5 min, adi¢do de Anti-His conjugado a fosfatase alcalina,
diluido 1:20.000 em leite 5% com 1 hora de incubacgdo, a 37°C; lavagem (3X) com TBS-
Tween (10 min cada) e revelagdo com NTB/BCIP (diluidos 10x em 4gua). As condicdes deste
protocolo foram otimizadas em um experimento anterior, onde foram testadas dilui¢des do

anticorpo (1:10000, 1:20000, 1:30000), concentrac¢des de bloqueio (2,5% e 2,5%; 2,5% e 5%;
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5% e 5%) e concentragdes das proteinas. Foi obtido um resultado ideal com o clone 1 que

apresentava 286 pg/ml de proteina, nas condicdes do protocolo citado anteriormente.

Clone 1 Clone 2 Clone 3
a
b J
C

(35115

Figura 16. Dot blot de clones 1, 2 e 3, e GS115 com anticorpo primdrio conjugado. Todas as
amostras encontram-se em duplicata e foram igualadas quanto a concentracdo, que ficou
equivalente a 286 pg/ml. A linha a, corresponde aos clones ndo-induzidos por metanol
(controle negativo da expressdo), no tempo de crescimento de 96 horas. A linha b,
corresponde ao tempo de inducdo de 72 horas (clone 1), T96 (clone 2) e T72 (clone 3). A

linha c corresponde a levedura P.pastoris (GS115 sem o inserto LL1) no T72 de inducao.

Com o resultado deste ultimo dot blot, foi possivel verificar que os clones expressam a
proteina L1 de HPV-16, visto que, foi utilizado apenas um anticorpo anti-His (conjugado a
fosfatase alcalina), eliminando a possibilidade de reacOes inespecificas, as quais foram
ausentes, pois os controles negativos (GS115 e amostras ndo-induzidas) permaneceram

brancos.
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5.5. Deteccao da proteina recombinante L1 por Western blot

Foram feitos alguns western blots, com crescimentos dos trés clones, em tempos
diferentes. No entanto, a tranferéncia de proteinas do gel de SDS-PAGE para a membrana de
nitrocelulose ndo foi tdo eficaz, estando em procedimento sua otimizacdo. O melhor resultado
obtido é mostrado na figura 18. Neste caso o protocolo seguinte foi utilizado: transferéncia de
3 horas e 30 min (2 hrs a 120 W e 1:30h a 100W). A membrana foi bloqueada com 2,5% de
leite, por 16 horas e logo apds foi feita a adicdo de anticorpo primdrio tetra-His (diluido
1:1000) para incubacdo a 37°C, por 2 horas. Posteriormente realizou-se 3 lavagens (10 min
cada) com TBS-Tween,e adicionou-se o 2° anticorpo (IgG conjugada a peroxidase), para
incubagdo por 1 hora e 37°C. Apds ultima incubagdo, a membrana foi submetida a mais 3

lavagens com TBS-Tween, e a reacdo foi revelada com TMB.

Al kDa

45 kDa

Figura 17. Western blot de proteina total intracelular do clone 1. A esquerda, estd a
membrana de nitrocelulose com as proteinas transferidas, e a direita, o gel SDS-PAGE
(12,5%) correspondente. A linha 1 representa o marcador; a linha 2, extrato protéico de
GS115; a linha 3, inducdo de clone 1 em fermentador (com 1% de metanol); a linha 4,

crescimento de clone 1 em shaker (também induzido com 1% de metanol).
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6. Conclusoes

Neste trabalho concluimos que P. pastoris constitui um sistema de expressao capaz de
produzir a proteina L1 de HPV-16 utilizando o vetor pPICZA, que contém um promotor
induzido por metanol (AOXI). Porém, para obter maiores niveis de expressdo € necessario

otimizar o cultivo e/ou o gene heter6logo utilizando o codon usage de P. pastoris.
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7. ANEXOS
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7.1. Anexo 1
INSTRUCOES PARA AUTORES

Microbiology Book Series
Communicating Current Research and Educational Topics
and Trends in Applied Microbiology

Badajoz, Spain
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Template for Chapters in “Communicating Current Research and
Educational Topics and Trends in Applied Microbiology”

A. Méndez-Vilas™', and J. Diaz'’
! Department of Applied Physics, Biosurfaces and Interfaces, Universidad de Extremadura, Avda de Elvas s/n,

06071 Badajoz, Spain
% Department of Organic Chemistry, Universidad de Extremadura, Avda de Elvas s/n, 06071 Badajoz, Spain

This document contains a short summary of author instructions for articles to be published in Communicating
Current Research and Educational Topics and Trends in Applied Microbiology. It has been formatted according to
the current layout and page size. Each manuscript requires an abstract with a maximum length of about ten lines. A
second abstract in another language may be added.

Keywords keyword; keyword

1. General remarks

Submissions to “A General Review of Current Important Research and Educational Topics in Applied
Microbiology” should be written in correct English. Please consult a native speaker or a knowledgeable
colleague for help, if necessary.

Please submit your manuscript exclusively as one single Word document including the entire text as well as
all tables and figures. Please note that papers must be restricted to a total of 8 or 12 pages for original research
or educational papers, and mini-reviews, respectively. Large numbers of figures should be avoided.

2. Title information

The manuscript should begin with the title of the paper in lower case letters except for proper nouns, certain
abbreviations, physical quantities etc. It is followed by the names of all authors (with first name initials or full
names) and the corresponding institutions (from the smallest to the largest unit, e.g. group, department, and
university) with addresses, as given in the above example (street or P.O. box, city with zip codes, country).
Countries should be written in English.

Please identify the corresponding author unambiguously and add his/her electronic mail address and,
optionally, phone and fax numbers in a footnote. A corresponding address valid for the entire period from
submission until publication of the paper must be given either in the manuscript or in an accompanying cover
letter. This is especially important in cases where the current address deviates from the author's affiliation in the
paper.

Keywords must be provided separated by semicolon.

3. Manuscript layout

3.1 File formats and templates

Please prepare your manuscript electronically using Microsoft Word (or compatible formats like RTF). All
textual material of the paper (including tables, captions, etc.) should be in a single file. It is essential that you use
the provided template. Please use the predefined styles for title, authors, abstract, body etc. Please use Times
New Roman, Times, Arial, Helvetica, or Symbol fonts as much as possible. Some other fonts (e.g., Asian or
Russian character fonts) may cause problems and should be avoided.

Section headings on all (preferably not more than three levels) should be consecutively numbered by decimal
numbers as 1, 1.1, 1.1.1 etc.

3.2 Figures and tables

Figures must be carefully prepared and submitted ready for reproduction. Lettering and symbols should be clear
and large enough in the final figure size (the typical width of a figure in the proceedings is about 7 cm; smallest
letters should not be smaller than 1.5 mm). Avoid small open symbols, small dots, small decimal points, and
hairlines, close-dotted or short-dashed lines. Draw a closed axes frame in diagrams with the axis titles (quantity
followed by the unit in brackets) parallel to the corresponding axis, outside the frame. For numbers, use a

" Corresponding author: e-mail: microbio @formatex.org, Phone: +34 924258615
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decimal point instead of a comma. For symbols and units, avoid writing alpha, Ohm, deg; use Greek and special
characters instead: a, Q, °.

Table 1 Volumes of the Microscopy book series in 2003 and 2005. A table is usually half-inch indented, unless
it is very wide and requires the whole page width.

Year Volume nos. Papers per volume  Number of pages
2003 I 51 436
2003 II 49 405
2005 I 35 295

Fig. 1 If a figure is very wide and therefore must span the whole page width, the standard half-inch left indent
may be skipped. Please note that the final phrase of the caption ends with a period.

Figures and tables including captions should be embedded in the manuscript file, in order to indicate their
appropriate position and required space. Possible arrangements are shown in this document (Figs. 1-4, see also
Table 1). Figures may also be submitted as separate files (PS/EPS, TIF, GIF, CorelDraw, Adobe Illustrator, and
compatible formats). Please make sure to use only standard fonts (Arial, Times New Roman, Symbol) or include
the fonts in the figure file. When composing a figure, avoid using separate drawing elements in Word such as
arrows, symbols or letters, since these are often lost if a figure must be extracted from the Word file during
typesetting. All elements of a figure should be grouped together as one graphics object.

Halftone figures should have 300 dpi, line drawings 1200 dpi minimum resolution in final size. Screen or web
resolution, e.g. JPG-compressed format, is usually insufficient for publication.

In the text, the figures or tables are referred to as “... in Fig. /Table 1” or as “Figure/Table 1 shows ...” at the
beginning of a sentence.

Colour figures submitted in electronic format will generally remain in colour in the internet PDF version of an
article. The print version will be black/white.

3.3 Quantities, units, and equations

All physical quantities and constants should be given in ifalic, vectors in bold italic letters (both in the text and
in equations). Care should be taken to distinguish subscripts, superscripts, and special symbols. Units should be
written in upright letters (not in italics) with a short space to the number before. SI units should be used
throughout. Mathematical functions which are tabulated (e.g. sin, cos, exp, e, etc.) should be given in upright
letters (not in italics).

Equations may be numbered sequentially. Except for small in-line equations, they should appear on separate
lines, such as

a+b < a+b <
G= b, b, + b,a"a" . 1
icosa; 2 iCOSCl,Z:; ’ v
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Fig.2 F igure with side caption. This option is
particularly appropriate for a single illustration with a maximum width
of about 8 cm which cannot be grouped together with another figure.
The figure is placed left-aligned with no indentation. The caption text
must not exceed the available space beside the figure. Depending on the
position of the figure at the top or the bottom of the page, the caption is
also aligned top or bottom, respectively.

a) b)

Fig. 3 Two parts of a figure side-by-side. They should be labelled a) and b) either in the figure or adjacent to it. Such
figures are not left indented. Two figures of similar size with consecutive numbers may be arranged in the same way, with
separate captions underneath each figure.

In the text, equations may be referred to by writing “... in Eq. (1)”. At the beginning of a sentence, use the full
form “Equation (1) shows ...”.

3.4 Formatting of literature citations

References should be numbered (in square brackets, such as [1, 2] or [1-3]) and listed in the order of citations in
the text at the end of the manuscript. In Word, do not insert references as endnotes. The preferred citation
scheme for Journals is: Initials. Surnames, Journal Title, Vol. No. (in bold face), starting page (year of
publication in brackets) [1]. For books, the following order is required (skip irrelevant information): Authors of
Article or Chapter, in: Book Authors or Editor[s] (ed[s].) if no authors, Book Title, edited by Editors, Book
Series Vol. No. (Publisher, Place, Year), chap. no., p./pp. page number[s] [2, 3]. When citing conference
proceedings, please add all available data such as title, date, and place of the conference as well as publisher,
place, and year of publication or, alternatively, the corresponding journal citation.

4. Further information

For additional information on the usual standards and conventions for articles in the Microbiology book series,
you may refer to the Editorial Assistant at microbio @formatex.org
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Communicating Current Research and Educational

Communicating Current Research

st Topics and Trends in Applied Microbiology

crobiology

Microbiology Book Series — 2007 Edition

Badajoz (Spain), 10 July 2007

Dear Antonio Carlos de Freitas,

| am pleased to inform you that your paper titled “Virus-Like Particles as a vaccinal strategy against
tumors induced by papillomavirus infection” has been accepted for inclusion in the forthcoming
number of Microbiology Book Series titled "Communicating Current Research and Educational Topics
and Trends in Applied Microbiology "

Please note that before the publisher can legally proceed with the typesetting of your chapter, a
signed copy of the Copyright Transfer Agreement should be received properly filled (you can
download this form from http://www.formatex.org/microbio/how.htm). For any tables, models, graphs,
or other materials directly extracted from previously published materials, you must have written
permission from the publisher of that material for reprint use. A copy of that permission should also be
sent together with the Copyright Transfer Agreement.

Please also bear in mind that a copy of the Publication Charges Form should be also sent properly
filled in due time (you can download this form from http:/www.formatex.org/microbio/how.htm).

These forms should be sent by fax to the number +34 924 26 30 53 or to the below e-mail address (for
the attention of A. Solano, Editorial Assistant) before 20 July 2007.

A copy of the book in which your paper will be published, as well as a publication charge invoice, will
posted to the corresponding author without additional charge as soon as the book is published.

We would also like to inform you that all chapters of this book will be available in book website some
time after the book publication.

Thank you very much for your contribution to this third number of the Microbiology Book Series.

Regards,

A. Méndez-Vilas

Editor for "Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied
Microbiology "

e-mail: microbio@formatex.org

http://www.formatex.org/microbio/
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It is a fundamental condition that submitted manuscripts
have not been and will not be published elsewhere. With
the acceptance of a manuscript for publication, the
publishers acquire full and exclusive copyright for all
languages and countries.
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the Editorial Board are reviewed by the Associate Editors
and two or more external reviewers. Acceptance by the
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¢) Manuscripts including photos or any other identifiable
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of the signed consent by the individual or his/her
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3. Categories of Contribution

3.1. Research Articles
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12-point type throughout, including the References Cited
section, appendices, tables and legends; formatted to A4
paper with 2.5 cm margins; marked with consecutive
page numbers, beginning with the cover page.
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ordered as they are listed below:
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title; the authors’ names (first name at full length); the
authors’ institutional affiliation, including department,
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affiliations indicated with superscript numbers; a short
running title of about 35 characters, including spaces; up
to five key words; the corresponding author’s name,
postal address, phone and fax numbers and email address.
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checking the page proofs, arranging for the payment of
color illustrations and author’s alteration charges.
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conclusions of the study. It should not contain references.
¢) The text must be as succinct as possible. Text
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102



with the same first author should be ordered as follows:
first, as single author in chronological order; next, with
only one more co-author in alphabetical order by the
second author; and finally followed by references with
more than two co-authors, in chronological order,
independent of the second author surnames. Use standard
abbreviations for journal titles.

Only articles that are published or in press should be
included in this section. Works submitted for publication
but not yet accepted, personal communications and
unpublished data must be cited within the text. “Personal
communication” refers to individuals other than the
authors of the manuscript being submitted; “unpublished
data” refers to data produced by at least one of the
authors of the manuscript being submitted.
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in separate files. Figures in Word format cannot be
published. Journal quality reproduction will require
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number must be provided and released to the general
public together with publication of the article. Long
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k) Data access: reference should be made to availability
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consider of importance for completeness of a study, but
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This material will be made available together with the
electronic version. In case a manuscript contains such
material, it should be appropriately identified within the
text. Supplementary material in tables should be
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PDF, JPEG or GIFF formats

In addition, a list of this material should be presented at
the end of the manuscript text file, containing the
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This material is available as part of the online article
from http://www.scielo.br/gmb
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