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RESUMO
“Vacinas de papilomavirus”

Proporciona-se proteina da capside principal L1 produzida
recombinantemente que imita epitopos neutralizantes
conformacionais presentes em virides de papiloma humano e
animal. As proteinas recombinantes sdo Uteis como vacinas
protectoras contra a infecgao por papilomavirus. Sao também
proporcionados anticorpos contra a proteina recombinante.
Estes anticorpos sdo uteis no diagndéstico e no tratamento de

infecc¢do viral.
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DESCRICAO
“Vacinas de papilomavirus”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se ao diagnéstico,
serotipagem, prevencdc e tratamento de doencas virais,
particularmente infecgdes por papilomavirus.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Os papilomavirus (PV) sao membros da familia dos
papovavirus e contém um gencoma de ADN circular de cadeia dupla
com uma dimensdo tipica de cerca de 7900 pares de bases (pb).
Os papilomavirus humanos (HPV) sdo reconhecidos como uma causa
de varias lesdes epiteliais tais como verrugas, condilomas e
displasias. Veja-se, Gissman, L. Cancer Survey 3:161 (1984);
Boshart et al., EMBO J. 3: 1151 (1984); Romanczuk et al, J.
Virol. 65:2739-2744 (1991); Jenson et al, em "Papillomaviruses
and human cancer" (H. Pfister. Ed.), pp. 11-43, CRC Press

(1990); Schlegel, R., "Papillomaviruses and human cancer" em:
Viral pathogenesis (ed. Fujinami, R.), Seminars 1in Virology

1:297-306 (1990); e Jenson et al, "Human Papillomaviruses" em
Belshe, R. ed. Textbook of human virology, Second Edition:
MASS:PSG, 1989:951.

Os HPV estac agrupados em tipos com base na similaridade
das suas sequéncias de ADN. Dois HPV sdo taxonomicamente
classificados como sendo do mesmo TCipo se 0s seus ADN
hibridarem de modo cruzado em mals de 50%, medido por
hibridagaoc em solugac sob condigbes de hibridagao de rigor
moderado.

Mostrou-se que vVvAarios papilomavirus distintos infectam
seres humanos. Os papilomavirus sdo altamente especificos da
espécie e do tecido, e sdo caracterizados por um modo
especifico de interaccao com ©0s epitélios escamosos que
infectam. Estes pequenos virus tumorais de ADN colonizam
varios epitélios estratificados como a pele e as mucosas oral
e genital, e induzem a formacdo de tumores benignos auto-
limitantes conhecidos como papilomas (verrugas) ou condilomas.
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Cré-se que estes tumores surgem a partir de um evento inicial
no ciclo infeccioso onde o virus aumenta a taxa de divisao da
célula estaminal infectada na camada epitelial basal, antes de
se replicar no queratindcito em diferenciagao.

O termo papilomavirus cobre um grande numero de virus que
sdo considerados responsdveis por diversas formas de infeccédo
viral wvariando desde verrugas relativamente benignas da pele
ou das membranas mnmucosas até hiperplasias susceptiveis de
progressao em displasias ou neoplasmas intra-epiteliais, e
conversdo maligna em varias formas de cancro, sendo a mais
significativa a do colo uterino das fémeas.

Foram identificados varios tipos de HPV. Adicionalmente,
a associacao preferencial de certos tipos de HPV com a
localizacgdo anatémica e tipos distintos de lesdes da suporte a
hipdtese de que lesdes induzidas por HPV diferentes constituem
doencas distintas, e que o0s padrbes clinicos de lesdes
expressam propriedades bioldgicas especificas de tipos
distintos de HPV. Caracteristicas histoldégicas distintas foram
associadas com a infecg¢do da pele ou de membranas mucosas por
diferentes tipos de HPV.

Foram clonados e caracterizados os genomas de diferentes
tipos de HPV. Em particular, verificou-se que 0s genomas de
dois tipos de HPV, o HPV 16 e o HPV 18, estdo associados a
cerca de 70% dos carcinomas invasivos do c¢olo uterino.

Os papilomavirus humanos gue infectam a mucosa do tracto
genital desempenham um papel critico no desenvolvimento do
cancro cervical. Veja-se, Lorincz et al, Obstetrics &
Gynecology, 79:328-337 (1992); Beaudenon et al, Nature,
321:246-249 (1986); e Holloway et al, Gynecol. Onc., 41:123-
128 (1991). Por exemplo, a maloria dos carcinomas cervicais

humanos (95%) contém e expressa ADN de HPV e é a expressdo de
duas oncoproteinas virails, a E6 e a E7, Jgue parecem Sser
criticas para a transformagdo celular e a manutencdo do estado
transformado. Apesar do conhecimento detalhado relativamente
ao mecanismo molecular de acg¢do destas oncoproteinas, existe
pouca informag¢ao disponivel sobre a biologia da infecgdoc por
papilomavirus, incluindo a identidade de receptores virais, o
controlo da replicagcao e montagem virais, e a resposta
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imunitdria do hospedeiro ao virus e as células transformadas
com o virus. Uma vacina eficaz contra a infecg¢do por HPV iria
potencialmente reduzir a incidéncia de displasia e carcinoma
cervicais humanos em 90-95%. Contudo, nao existem sistemas de
cultura de tecidos que permitam uma diferenciacao de
queratinécitos suficiente para propagar o PV in vitro. Devido
a ocorréncia disseminada da infeccdo por HPV, sdo necessarios
métodos para a deteccgdo, prevengdo e tratamento da infeccdo

viral.

Carter et al (Virology 182, 513-521 (1991)) descrevem a
expressdac de proteinas de HPV em levedura.

Roseto et al (J. Gen. Virol. 65, 1319-1324 (1984)
descrevem anticorpos monoclonais que reconhecem o polipéptido

viral estrutural principal de HPV-1.
SUMARIO DA INVENCAO

E proporcionada uma proteina da cdpside principal L1
produzida recombinantemente que imita 0s epitopos
conformacionais neutralizantes presentes em virides de
papiloma humanos e animais. A proteina recombinante reproduz a
antigenicidade da particula wviral infecciosa intacta. A
proteina recombinante pode ser utilizada para imunoprecipitar
anticorpos a partir do soro de pacientes dinfectados ou
vacinados com PV. Sao igualmente proporcionados anticorpos
neutralizantes contra a proteina recombinante. 0Os anticorpos
sdo uteis para o diagndéstico e o tratamento de infecgdo por
papilomavirus. A invencgdo proporciona adicionalmente vacinas
subvirais para a prevengdo de infeccdo por papilomavirus em
seres humanos e animais.

A invencgao proporciona uma proteina L1 de papilomavirus
(PV) humano produzida recombinantemente, isolada, ou um seu
fragmento, em que a referida proteina ou o seu fragmento
proporcionam os epitopos conformacionais presentes em virides
de papilomavirus humanos intactos, e reagem com anticorpos
monoclonais que reagem com virides de HPV intactos mas nao
reagem com virides de HPV fragmentados, & em que a referida
proteina ou o seu fragmento sdoc capazes de 1induzir anticorpos
neutralizantes contra virides de papilomavirus.
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DESCRICAQC DAS FIGURAS

Figura 1. Reactividade de anti-scros policlonais de coelho e
anticorpos monoclonais de ratinho com HPV-1 fragmentado por
3DS, determinada por andlise de imunotransferéncia
(“Immunoblot”) .

Virides de HPV-1 purificadcs foram desnaturados com SDS e
as proteinas suas constituintes foram  separadas por
electroforese em gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas de
HPV-1 foram entao transferidas electroforeticamente para
nitrocelulose e feitas reagir com diluigdes de 1:100 dos anti-
soros de coelho ou anticorpos monoclonais (fluido ascitico). O
MAB45, que foi produzido na forma de sobrenadante de
hibridoma, foil diluido apenas de 1:10. A reactividade de
anticorpos primdrios foi detectada utilizando IgG de cabra
anti-coelho ou anti-ratinho (Bio-Rad) marcada com fosfatase
alcalina numa diluic¢do de 1:1000 em PBSA. Verificou-se que
apenas o anti-soro #3 de coelho e o MAB45, ambos reconhecendo
virides de HPV-1 desnaturados por ELISA, reagiam
significativamente com a proteina L1 desnaturada (veja-se a
seta).

Figura 2. Construcdo do vector de Sv40, pSJ-1, que expressa o
gene de L1 de HPV-1.

O gene de L1 de HPV-1 foi amplificado a partir do ADN
clonado de HPV-1 utilizando iniciadores oligonucleotidicos 5!
e 3' que continham locais para as enzimas de restricdo ¥Xhol e
BamHI, respectivamente. O plasmideo, designado por pSJ-1,
continha o gene de L1 de HPV-1 expresso pelo promotor tardio
de Sv40. O plasmideo continha também a origem de replicacao
(ori) de SvV40 assim c¢como ©O intrdo VPl e sinais de
poliadenilac¢do tardios de 3V40. Todo o gene de L1 de pSJ-1 foi
sequenciado na sua totalidade e verificou-se ser idéntico a
sequéncia gendmica de L1 de HPV-1.

Figura 3. Imunoprecipitacdo de proteina L1 de HPV-1 a partir
de células COS transfectadas com pSJ-1.

Células COS, crescidas em placas de pléstico de 10 cm de
didmetro, foram transfectadas quando estavam 80% confluentes,
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com 10 ug de ADN do plasmideo pSJ-1 utilizando uma técnica de
precipitacdo com fosfato de cdlcio (Graham, F.L., e van der
Eb., A.J., Virology 52:456-467 (1973). Passadas 48 h, as
células foram metabolicamente marcadas com 500 uCi/ml de
*S-metionina durante 4 h em 2,5 ml de meio isento de cisteina
e metionina. As «c¢élulas foram entdo lavadas com FPBS,
extractadas com tampdo RIPA e imunoprecipitadas com 0s
anti-soros de coelho ou anticorpos monoclconais de ratinho
indicados. As proteinas imunoprecipitadas foram entao
analisadas por electroforese em gel de SDS e autorradiografia.
Todos 0s anti-soros policlonais imunes e anticorpos
monoclcnais foram capazes de 1imunoprecipitar a proteina L1
(veja-se a seta). As pistas 1 e 4 mostram a auséncia de
proteina L1 guando os extractos foram precipitados com soro de
coelho nao dimune (pista 1) ou com soro murino nao imune
(pista 4).

Figura 4. Coloragao imunoflucrescente de células COS
transfectadas com pSJ-1.

Células COS crescidas em lamelas de vidro foram
transfectadas com 10 pg de pSJ-1 como descrito na Figura 3.
Apds 48 h, lavaram-se as lamelas com PBS, fixaram-se em
acetona fria e fizeram-se reagir com diluigbes de 1:250 de
anti-soros de coelho ou anticorpos monoclonais de ratinho. Os
anticorpos primarios que reagiram foram corados com anti-IgG
de cabra marcada com FITC na diluicdo de 1:10 em PBS (Cappel).
Os nucleos de  aproximadamente 5-10% de células  COS
transfectadas foram positivos por imunofluorescéncia. Os
anticorpos avaliados foram R#3 (painel a), R#7 (painel D),
MAB45 (painel c¢), 334B6 (painel d), 339B6 (painel e), D54G10
(painel f) e 405D5 (painel g). Nenhum dos anti-sorcs foi
reactivo com células COS transfectadas com o vector progenitor
pSVL a que falta o gene de L1 de HPV-1, incluindo R#3
(painel h).

DESCRIGCAC DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS

Sdao  proporcionados métodos e composicdes para a
prevencédoc, detecgdo e tratamentc de infecgdo por papilomavirus
(PV). Os métodos sao baseados na producac de uma proteina da
cdpside principal L1 recombinante que é capaz de reproduzir os
epitopos conformacionais neutralizantes presentes em virides
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de papilomavirus humanos e animais. A invengdo refere-se ainda
a fragmentos antigénicos destas proteinas L1 recombinantes.

Embora os papilomavirus infectem uma ampla variedade de
espécies de vertebrados, exibem uma notavel conservagdo de
organizacgdo gendmica e composigdo de proteinas da capside. Os
papilomavirus consistem em pequenos (cerca de 55 nm) virides
sem envelope que circundam um genoma de ADN circular de cadeia
dupla. O genoma tem aproximadamente 8000 pb de comprimento e
pode ser dividido nas regides "precoce" e "tardia" de igual
comprimento. A regido "precoce" codifica 7-8 genes envolvidos
em processos como a replicacdo do ADN viral (os genes El1 e
E2), transcricao de ARN (o gene E2) e transformacadao de células
(os genes E5, E6 e E7). A regido "tardia" codifica duas
proteinas estruturais, L1 e L2, que representam as proteinas
da cdpside principal e minoritdria, respectivamente. Todos o0s
genes "precoces" e "tardios" sdo transcritos a partir da mesma
cadeia de ADN viral.

Existe uma variedade de tipos de PV conhecidos na
especialidade. Adicionalmente, tipos particulares de PV estao
associados a infecgdes particulares tais como verrugas planas,
verrugas cutdneas, epidermodisplasia verruciforme, lesdes e
cancro cervical. Foram identificados mais de 50 diferentes
tipos de HPV em lesbes clinicas por estudos de homologia de
sequéncias nucleotidicas virais. Veja-se, por exemplo, Jenson
et al, "Human papillomaviruses" em: Belshe, R. ed., Textbock
0of human virology, Second Edition, MASS: PSG, 1989:951 e
Kremsdorf et al, J. Virol., 52:1013-1018 (1984). O tipo de HPV
determina, em parte, o local da infecgdo, as caracteristicas

patoldgicas e o aparecimento clinico assim como o decurso
clinico da lesao respectiva.

A proteina L1 representa a proteina mais altamente
conservada de todas as proteinas de papilomavirus. A sequéncia
nucleotidica dos quadros de leitura abertos de L1 de BPV-1,
HPV-1A e HPV-6B sdo proporcionados na Patente U.S. 5,057,411,
cuja descricao é aqui incorporada por referéncia.
Adicionalmente, nota-se que proteinas L1 e proteinas de fusao
foram produzidas recombinantemente. Contudo, antes da presente
invencdao, naoc se sabia que podiam ser produzidas proteinas L1
com fidelidade suficiente ©para manter uma conformacao
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equivalente a que ¢ encontrada em virides de papilomavirus
intactos. Anteriormente, a proteina L1 recombinante era
produzida na forma de moléculas lineares gue eram incapazes de
proteger contra a infecgdo por papilomavirus. A presente
invencéo, pelo contrario, proporciona a proteina
conformacionalmente correcta gque ¢ capaz de induzir anticorpos
neutralizantes que protegem contra papilomavirus animais e
humanos.

Porque se c¢ré que existe pouca ou nenhuma imunidade
cruzada entre tipos de PV e a 1imunidade a infecgdo ¢é
especifica do tipo de PV, serd necessdrio produzir proteina L1
recombinante para cada tipo especifico de PV para o qual sejam
necessdrios protecgdo ou tratamento. Contudo, devido a
homologia entre as proteinas e genes de Ll, podem ser
utilizadas técnicas de hibridac¢do para isoclar o gene de Ll
particular de interesse. Sondas nucleotidicas seleccionadas de
regides da proteina L1 qgue se demonstrou apresentarem
homologia de sequéncia, podem ser utilizadas para isolar
outros genes de L1. $S3o conhecidos na especialidade métodos
para a hibridagdo. Veja-se, por exemplo, Nucleic Acid

Hybridization. A Practical Approach, IRL Press, Washington,

D.C. (1985); Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Maniatis

et al, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY (1982); e Molecular Cloning. A Laboratory Manual,

Sambrook et al, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Second
Edition, Cold Spring Harbor, NY (1989). Alternativamente,
podem ser utilizados métodos de PCR para amplificar genes ou
fragmentos de genes de L1. Veja-se, por exemplo, Patente U.S.
4,683,195; 4,683,202; e 4,800,159.

Particulas de virus podem também ser isoladas para um
tipo particular de ©papilomavirus, o ADN clonado e as
sequéncias de 4cido nucleico gue codificam proteinas L1
isoladas. Foram reportados métodos para isolamento de
particulas virais e clonagem de ADN de virus. Veja-se, por
exemplo, Heilman et al (1980) J. Virology 36:395-407;
Beaudenon et al (1986) Nature 321:246-249; Georges et al
(1984) J. Virology 51:530-538; Kremsdorf et al (1984) J.
Virology 52:1013-1018; Clad et al (1982) Virology 118:254-259;
DeVilliers et al (1981) J. Virology 40:932-935; e o pedido de
patente europeia 0133123.
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Alternativamente, a proteina L1 para um papilomavirus
particular pode ser isclada, a sequéncia de aminodcidos
determinada e sondas de acido nucleico construidas com base na
sequéncia de ADN prevista. Estas sondas podem ser utilizadas
no isolamento do gene de L1 a partir de uma biblioteca do ADN
de papilomavirus. Veja-se, por exemplo, Suggs et al (1981)
PNAS 78(11):6613-6617. Veja-se também, Young e Davis (1983)

PNAS 80:1194.

Como a proteina L1 recombinante tem que ter a conformagdo
adequada para imitar a da particula do virus intacto, o
sistema de expressac é crucial para a invencao. Tem que ser
utilizado um sistema de expressdo que produza proteina Ll na
conformagao correcta. Ou seja, a proteina L1 recombinante
reproduz & antigenicidade de particulas de virus infeccioso
intacto. Estes sistemas de expressdo deverdo também produzir
elevados niveis de proteina da capside. Geralmente, o sistema
de expressdo compreenderd um vector possuindo a proteina L1 de
interesse e as regides reguladoras apropriadas assim como uma
célula hospedeira adequada. Tipicamente, um  hospedeiro
adequado serd um que proporcione mecanismos eucariotas para ©
processamento das proteinas.

Idealmente, wutiliza-se um promotor forte para uma
expressao elevada da proteina recombinante. O vector pSVL tem
particular interesse. O vector pSVL contém uma origem de
replicacdao de SV40 e quandc transfectado em células COS, dque
expressam antigénio T Grande, replica até um elevado numero de
cépias.

Alternativamente, ©podem ser utilizados vectores de
baculovirus. Um sistema de baculovirus oferece a vantagem de
que uma grande percentagem de células podem ser induzidas a
expressar a proteina devido a wutilizacdo de técnicas de
infeccao em vez de transfeccdo. Embora o baculovirus seja um
virus de insectos e cresca em células de insecto (SF9), estas
células retém muitos dos mecanismo eucariotas para ©
processamento de proteinas, incluindo glicosilacgéao e
fosforilacgao, gque podem ser importantes para a criacgdo de
proteinas com a conformagdo apropriada. Os sistemas de vector
de baculovirus sdo conhecidos na especialidade. Veja-se, por
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exemplo, Summers e Smith, Texas Agricultural Experimental
Bulletin No. 1555 (1987); Smith et al, Mol. Cell Biol, 3:2156-
2165 (1985); Posse, Virus Research 5:4359 (1986); e Matsuura,
J. Gen, Virol, 68:1233-1250 (1987).

Para expressao num sistema de expressdc apropriado, o
gene de L1 é operativamente ligado a um vector de expressaoc e
introduzido numa célula hospedeira para permitir a expressao
da proteina L1 por essa célula. O gene com as regides
reguladoras apropriadas serd proporcionado na orientagdo e
quadro de leitura correctos para permitir a expressdo. Métodos
para a construcac de genes sao conhecidos na especialidade.
Veja-se, em particular, Molecular Cloning. A Laboratory

Manual, Sambrook et al, eds., Cold Spring Harbor Laboratory,
Second Edition, Cold Spring Harbor, NY (1989) e as referéncias
ai citadas.

Podem ser empregues uma ampla variedade de sequéncias
reguladoras da transcricdo e da traducdo. Os sinais podem ser
derivados de fontes virails, onde o0s sinais reguladores estao
associados com um gene particular que tem um elevado nivel de
expressdo. Ou seja, serdo utilizados promotores fortes, por
exemplo, de fontes virais ou de mamifero. Desta maneira, as
condicBes Optimas para a realizacdo da invencao incluem a
clonagem do gene de L1 num vector de expressdo que ird sobre-
expressar epitopos conformacionalmente dependentes da
proteina L1 em células alvo transfectadas ou infectadas.

A proteina L1 recombinante é confirmada por reacgdo com
anticorpos ou anticorpos monoclonais que reagem com, oOu
reconhecem, epitopos conformacionais presentes no virido
intacto. Desta maneira, pode-se verificar se a proteina Ll
possuli a conformacgdo adequada. Assim, podem ser testados
outros vectores de expressdao e sistemas de expressao para
utilizacdo na invencao.

Uma vez expressa a proteina L1 com a conformacao
adequada, podem ser criados anticorpos contra a proteina
recombinante ou seus fragmentos antigénicos. Os anticorpos da
presente invencao podem ser preparados utilizando técnicas
conhecidas. Os anticorpos monoclonais sao preparados
utilizando a tecnologia do hibridoma como descrito por Kohler
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et al, Nature 256:495 (1975); Kohler et al, Eur. J. Immunol.
6:511 (1976); Kohler et al, Eur. J. Immunol. 6:292 (1976);
Hammerling et al, em: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas, Elsavier, NY, paginas 563-681 (1981). Estes
anticorpos produzidos pelos métodos da inven¢do sdo capazes de

proteger contra a infecg¢do por PV.

0 termo "anticorpo" inclui anticorpos tanto policlonais
como monoclonals, assim como seus fragmentos, tais como, por
exemplo, fragmentos Fv, Fab e F(ab), que sdo capazes de ligar
antigénios ou haptenos. Estes fragmentos sdo tipicamente
produzidos por clivagem proteolitica, tal como com papaina,
para produzir fragmentos Fab ou pepsina para produzir
fragmentos F(ab),. Alternativamente, podem ser produzidos
fragmentos de ligagac a haptenos através da aplicacao de
tecnologia de ADN recombinante ou através de quimica
sintética.

Tal como indicado, podem ser empregues anticorpos tanto
policlcnais como monoclonais de acordo com a presente
invengao. Tém especial interesse para a presente invenc¢do 0s
anticorpos que s&o produzidos em seres humanos ou S$ao
"humanizados" (i.e., nao imunogénicos num ser humano) por
tecnologia recombinante ou outra. 0s anticorpos humanizados
podem ser produzidos, por exemplo, colocando uma porg¢ao
imunogénica de um anticorpo com uma porgaoc correspondente, mas
nao imunogénica, de anticorpos quiméricos. Veja-se, por
exemplo, Robinson et al, pedido internacional de patente
PCT/US86/02269; Akira et al, pedido de patente europeia
184,187, Taniguchi, M., pedidc de patente europeia 171,496;
Morrison et al, pedido de patente eurcpeia 173,494; Neuberger
et al, pedido PCT W086/01533; Cabilly et al, pedido de patente
europeia 125,023; Better et al, Science 240:1041-1043 (1988);
Liu et al, PNAS 84:3439-3443 (1987); Liu et al, J. Immunol.
139:3521-3526  (1987); Sun et al, PNAS 84:214-218 (1987);
Nishimura et al, Cancer Research 47:999-1005 (1987); Wood et
al, Nature 314:446-449 (1985); e Shaw et al, J. National
Cancer Inst. 80:1553-1559 (1988). Revisbes gerals de
anticorpos quiméricos "humanizados™ saoc proporcionados por
Morrison, S.L., Science 229:1202-1207 (1985) e por 0Oi et al,
BioTechniques 4:214 (1986).
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Os anticorpos, ou fragmentos de anticorpos, da presente
invenc¢do, podem ser utilizados para detectar, diagnosticar,
serotipar e tratar a infecgdo por ©papilomavirus. Desta
maneira, os anticorpos ou fragmentos de anticorpos sao
particularmente adequados para utilizag¢do em imunoensaios.

Os anticorpos, ou seus fragmentos, podem ser marcados
utilizando quaisguer de uma variedade de marcadores e métodos
de marcagac. Os exemplos de tipos de marcadores que podem ser
utilizados na presente invencdo incluem, mas ndo se lhes
limitam, marcadores enzimdticos, marcadores radioisotdpicos,
marcadores isotdpicos nao radioactivos, marcadores
fluorescentes, toxinas marcadoras e mar cadores
quimioluminescentes.

Os exemplos de marcadores enzimdticos adequados incluem
malato-hidrogenase, nuclease de estafilococos, delta-b-
esterdide-isomerase, 4lcool-desidrogenase de levedura, alfa-
glicerol-fosfato-desidrogenase, triose-fosfato-isomerase,
peroxidase, fosfatase alcalina, asparaginase, glucose-oxidase,
beta-galactosidase, ribonuclease, urease, catalase, glucose-6-
fosfato-desidrogenase, glucoamilase, acetilcolina-esterase,
etc.

Os exemplos de marcadores radioisotdpicos adegquados
\ 2 75
incluem °H, '°1, '1, *p, s, ¢, “'cr, 'To, "Co, Fe, '"Se,
152Eu’ %Y, 67CU, 217ci’ 211At’ lepb, 47SC e 1O9Pd.

Os exemplos de marcadores fluorescentes adequados incluem

152Eu, um marcador de fluoresceina, um marcador de

um marcador
isotiocianato, um marcador rodamina, um marcador de
ficoeritrina, um marcadcr de ficocianina e um marcador de
aloficocianina, um marcador de o-ftaldeido, um marcador de

fluorescamina, etc.

Os exemplos de toxinas marcadoras adequadas incluem
toxina diftérica, ricina e toxina colérica. 0Os exemplos de
marcadores quimiocluminescentes incluem um marcador de luminal,
um marcador de isoluminal, um marcador de éster de acridinio
aromatico e um marcador de imidazole e um marcador de sal de
acridinio, um marcador de éster oxalato, um marcador de
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luciferina, um marcador de luciferase, um marcador de
aequorina, etc.

As pessoas competentes na matéria conhecerdao outros
marcadores adequados que podem ser empregues de acordo com a
presente invencdo. A ligag¢do destes marcadores a anticorpos ou
seus fragmentos pode ser realizada utilizando técnicas padrédo
vulgarmente conhecidas das pessoas competentes na matéria.
Técnicas tipicas estdo descritas por Kennedy, J.H., et al,
Clin. Chim. Acta 70:1-31 (1976), e Schurs, A.H.W.M., et al,
Clin. Chim. Acta 81:1-40 (1977). As técnicas de acoplamento
mencionadas neste ultimo sdao o método do glutaraldeido, o

método do periodato, o método da dimaleimida, o método do
éster de m-maleimidobenzil-N-hidroxi-succinimida, todos estes
métodos aqui incorporados por referéncia.

A detecgao dos anticorpos (ou fragmentos de anticorpos)
da presente invencgdo pode ser melhorada através da utilizacao
de transportadores. Transportadores bem conhecidos incluem
vidro, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano,
nylon, amilases, celuloses naturais e modificadas,
poliacrilamidas, agaroses e magnetite. A natureza do
transportador pode ser soluvel em alguma extensdo ou insoluvel
para os fins da presente invencdo. Os peritos na especialidade
encontrardoc muitos outros transportadores adequados para
ligagac ao anticorpo monoclonal, ou serao capazes de
determinar os mesmos utilizando experimentacao de rotina.

Criando anticorpos contra proteinas L1 que imitam a
antigenicidade dos virifes de papilomavirus, os anticorpos
criados contra estas proteinas recombinantes sdo anticorpos
neutralizantes e protectores. 0Os anticorpos sao capazes de
prevenir uma infecg¢do subsequente pelo mesmo tipo de
papilomavirus do qual a proteina L1 foi derivada. Ou seja, se
uma proteina L1 recombinante de papilomavirus do tipo 16 for
utilizada para c¢riar anticorpos, estes anticorpos irao
proteger contra a infeccdo subsegquente por papilcmavirus do
tipo 16. Assim, o método da presente invengao proporciona a
prevengao, tratamento ou detec¢do de qualquer tipo de HPV.

Os anticorpos da invencdo podem ser utilizados para
determinar os tipos de HPV por serotipagem como estabelecido
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em Jenson et al, J. Cutan. Pathol. 16:54-59 (1989). A
determinacdao do tipc de HPV pode ser clinicamente importante

para a determinagdo do potencial bioldgico putativo de algumas
lesdes associadas a HPV produtivamente infectadas,
particularmente lesdes do tracto anogenital benignas e pré-
malignas de baixo grau. Assim, a presente 1invengao torna
possivel tratar e prevenir a infec¢do por qualquer tipo de PV
a partir do qual possa ser obtido o gene de L1 e possam ser
obtidos anticorpos neutralizantes.

A invenc¢do proporciona também composigbes farmacéuticas
pois os anticorpos pocdem também ser utilizados para tratar
infecgBes por papilomavirus em mamiferos. Os anticorpos ou
anticorpos monoclonais podem ser utilizados em composicgdes
farmacéuticas para direccionar terapias de farmacos para
locais de infec¢do por PV. Desta maneira, os férmacos ou
compostos de interesse sdao ligados ao anticorpo para permitir
o direccionamento dos farmacos ou compostos. Estdo disponiveis
métodos para a ligacdo de anticorpos a fdrmacos ou compostos.
Veja-se, por exemplo, EP 0,146,050; EP 0,187,658; e Patente
U.S. 4,673,573; 4,368,149; 4,671,958 e 4,545,988,

Estas terapias com fdrmacos incluem agentes antivirais,
agentes téxicos e compostos foto-activdveis, tais como
cumarina, psoraleno, ftalocianimas, azul de metileno, eosina,
tetraciclina, clorofilas, porfirinas e semelhantes. Estes
grupos podem ser ligados aos anticorpos através de grupos de
ligagdo apropriados. Conjugados de anticorpos contendo um
composto  foto-activavel sdo  administrados seguidos de
irradiacao das células alvo.

O anticorpo ou os conjugados de anticorpo da presente
invenc¢do podem ser formulados de acordo com métodos conhecidos
para preparar composicbes farmaceuticamente uteis tails como
por mistura com um veiculo transportador farmaceuticamente
aceitdvel. Sdo descritos veiculos adequados e a sua
formulacdo, ©por exemplo, em Remington's Pharmaceutical
Sciences (l6th Ed., Osol, A.Ed., Mack Easton PA (1980)). Para
formar uma composicdo farmaceuticamente aceitdvel adequada

para uma administragdo eficaz, estas composi¢bes conterdo uma
quantidade eficaz de anticorpo, sozinho ou com uma quantidade
adequada de veiculo transportador.
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As composicdes terapéuticas ou de diagndstico da invencao
sSerao administradas a um individuo em quantidades
terapeuticamente eficazes. Ou seja, numa quantidade suficiente
para diagnosticar ou tratar a infec¢do por PV. A quantidade
eficaz variard de acordo com o peso, O sexo, a idade e o
historial médico do individuo. Outros factores incluem, a
gravidade da condigdo do paciente, o tipo de PV, o modo de
administracdao, e similares. Geralmente, as composigbes serao
administradas em dosagens que variam de cerca de 0,01 a cerca
de 2 picomoles/ml, mais geralmente de cerca de (0,001 a cerca
de 20 picomoles/ml.

As composicgBes preparadas farmaceuticamente podem ser
proporcicnadas a um paciente por qualguer meioc conhecido na
especialidade incluindo oral, intranasal, subcuténea,
intramuscular, intravenoso, intra-arterial, parentérico, etc.

Outro aspecto da presente invencao envolve o)
desenveolvimento de vacinas especificas do tipo de PV. As
vacinas da invencgdo sdao aquelas que contém os determinantes
antigénicos necessarios para induzir a formacdo de anticorpos
neutralizantes no hospedeiro; possuem elevado potencial
imunogénico; 580 suficientemente seguras para serem
administradas sSem  perigo de infeccdo clinica; estdo
desprovidas de efeitos secundarios toxicos; sao adequadas para
administragaoc por uma via eficaz, por exemplo, oral,
intranasal, tépica ou parentérica; imitam as circunsténcias da
infecgdo natural; sdo estdveis sob condigbes de armazenagem a
longo prazo; e, sao compativels com os transportadores inertes
usuais de vacinas.

As vacinas da presente inven¢do incluem as proteinas L1
recombinantes conformacionalmente correctas, ou seus
fragmentos, que proporcionam o©0s epitopos conformacionais
presentes nos virides intactos. Estas sequéncias de
aminodcidos da proteina L1 constituem a componente antigénica
da wvacina. Pode ser necessario ou preferivel ligar
covalentemente o antigénio a um transportador imunogénico,
i.e., albumina sérica bovina ou hemocianina de lapa. As
vacinas da invencdo podem ser administradas a qgualguer
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mamifero susceptivel a infeccgdo pelo papilomavirus. Os animais
mamiferos, humanos e nao, podem beneficiar comc hospedeiros.

A administracdo das vacinas pode ser parentérica, mas
preferivelmente ¢ oral ou intranasal, dependendo da via
natural da infecgdo. A dosagem administrada pode depender da
idade, satde, peso, tipo de tratamento concorrente, se algum,
e natureza e tipo de papilomavirus. A vacina pode ser empregue
em formas de dosagem como capsulas, solugBes liquidas,
suspensodes ou elixires, para administracao oral, ou
formulag¢Bes ligquidas estéreis tais como solugdes ou suspensdes
para utilizacdo parentérica ou intranasal. E utilizado
preferivelmente um transportador inerte, imunoclogicamente
aceitdvel, tal como solugdo salina ou solugdo salina tamponada
com fosfato.

As vacinas serdo administradas em quantidades
terapeuticamente eficazes. Ou seja, em quantidades suficientes
para produzir uma resposta imunoldgica protectora. Geralmente,
as vacinas serdo administradas em dosagens que variam de cerca
de 0,1 mg de proteina a cerca de 20 mg de proteina, mais
geralmente de cerca de 0,0l mg a cerca de 100 mg de proteina.
Podem ser administradas dosagens unicas ou maltiplas.

0 método da presente invengdo torna possivel a preparacao
de wvacinas subvirais para a preven¢do da 1infecgao por
papilomavirus. Adicionalmente, seguindo 0s métodos da
invencdo, podem ser preparadas vacinas contra gualquer tipo
imunogénico de papilomavirus especifico.

Como pode ser associado mais do que um tipo de PV as
infecgBes por PV, as vacinas podem compreender aminodcidos
antigénicos de L1 de mais do que um tipo de PV. Por exemplo,
como 0s HPV 16 e 18 estdo associados aos carcinomas cervicais,
uma vacina contra neoplasias cervicals pode compreender
proteina L1 de HPV 16; de HPV 18; ou de ambos, HPV 16 e 18.

De facto, conhecem-se uma variedade de neoplasias
associadas a 1infeccdes por PV. Por exemplo, ©s HPV 3a e 10
foram associados a verrugas planas. Varios tipos de HPV foram
reportados associados a epidermodisplasia wverruciforme (EV)
incluindo os HPV 3a, 5, 8, 9, 10 e 12, 0Os HPV 1, 2, 4 e 7
foram reportados associados a verrugas cutidneas e os HPV 6b,



EP 0 647 140/PT
16

lla, 13 e 16 estdo associados a lesBes das membranas mucosas.
Veja-se, por exemplo, Kremsdorf et al, J. Virol., 52: 1013-
1018 (1984); Beaudenon et al, Nature 321:246-249 (1986);
Heilman et al, J. Virol., 36:395-407 (1980); e DeVilliers et
al, J. Virol. 40:932-935 (1981). Assim, as formulacdes de
vacina podem compreender uma mistura de proteinas L1 de
diferentes tipos de PV dependendo da protecc¢do pretendida.

Da mesma maneira, as composigdes farmacéuticas podem
conter uma mistura de anticorpos contra diferentes tipos de
PV.

Como indicado, a proteina L1 da invengdao pode ser
utilizada para serotipagem. Ou seja, podem ser produzidos
anticorpos monoclonais capazes de reagir com proteina L1
conformacionalmente c¢orrecta cque podem ser utilizados para
serotipar o PV. Desta maneira, um tecido ou soro podem ser
obtidos a partir de um paciente e analisados quantoc a
capacidade para imunoprecipitar esses anticorpos.

Num sentido mais lato, os anticorpos podem ser utilizados
para rastreio seroldgico. Desta maneira, populagbes de
individucs podem ser testadas quanto a capacidade para
imuncprecipitar anticorpos conformacionalmente  correctos.
Podem determinar-se respostas de anticorpos a tipos de HPV
especificos.

A invencéo presta-se a formulacio de kits,
particularmente para a detecgao e serotipagem de HPV. Estes
kits compreenderiam um suporte compartimentado para receber em
estreito confinamento um ou mais recipientes, cada recipiente
com anticorpos para um tipo particular de HPV ou uma mistura
de anticorpos para uma variedade de tipos de HPV conhecidos.
Outros recipientes podem conter meios para detec¢do tais como
substratos de enzimas, antigénio/anti-anticorpo marcado e
semelhantes.

Para o0s testes seroldgicos, o©s kits compreenderdo a
proteina L1 recombinante conformacionalmente correcta. Estes
kits poderdo também ser utilizados para vacinas.
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Tendo agora descrito genericamente a invenc¢ao, oOs
exemplos seguintes sdo oferecidos a titulo de ilustragdo e nao
se pretendem limitantes a menos que especificado em contrdrio.

PARTE EXPERIMENTAL

Exemplo 1
Materials e Métodos

Animais

Adquiriram-se ratinhos fémea atimicas (nu/nu) a Harlan
Sprague Dawley, Madison WI, e utilizaram-se para transplantes
de xencenxertos quando atingiram 6 a 8 semanas de idade.

Virus

Purificou-se BPV-1 a partir de fibropapilomas cutdneos
bovinos experimentalmente induzidos como descrito  por
Lancaster, W.D. e Olson, D., *“Demonstration of two distinct
classes of Dbovine pappilomavirus”, Virology, 89, 372-279
(1978) (1978). O wvirus fol armazenado a -80°C até ser
utilizado.

Anticorpos

Todas as amostras de soro foram inactivadas por calor a
56°C durante 30 min. Cada preparacdo de anticorpos foi
avaliada quanto a reactividade com particulas de BPFV-1
intactas e fragmentadas (Tabela I) antes dos testes quanto a
neutralizacdo da transformacdao induzida por BPV-1 de células
Cl27 e xenocenxertos.

Anticorpcs policlonais bovinos.

Os soros bovinos foram obtidos a partir de vitelos, quer
vacinados com proteinas de fusdo de L1 de BPV-1 quer
experimentalmente infectados com BPV-1.

Imunizaram-se vitelos Holstein X Angus com diferentes
formulagdes de uma vacina de Ll::B-galactosidase recombinante
de BPV-1 (Jin, X.W., Cowsert, L., Marshall D., Reed, D.,
Pilacinski, W., Lim, L. e Jenson, A.B., “Bovine serological
response to a recombinant BPV-1 major capsid protein vaccine”,
Intervirclogy, 31, 345-354 (1990)). O gene de L1 clonado
comeca 76 pb a jusante do codido de inicio do gquadro de leitura

aberto de L1 no nucledétido 5686 e esta fundido no terminal com
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0 gene da B-galactosidase de £E. c¢oli (Pilacinski, W.P.,
Glassman, D.L., Richard, A.K. SadowsM, P.L. e Alan, K.R.,
“Cloning and expression in Escherichia coli of the bovine
papillcmavirus L1 e L2 open reading frames”, Bio/Technol., 2,
356-360 (1984)). Vacinaram-se o0s vitelos nos dias 0 a 21, e
provocaram-se por 1inoculag¢dc intradérmica de 2 locails com
10'° particulas de BPV-1 no dia 56 (Jin, X.W., Cowsert, L.,
Marshall D., Reed, D., Pilacinski, W., Lim, L. e Jenson, A.B.,
“Bovine serological response to a recombinant BPV-1 major
capsid protein wvaccine”, Intervirology, 31, 345-354 (1990)).

Sangraram-se 0s vitelos nos dias 3 (designado pré-sangria), 55
(sangria 1) e 104 (sangria 2) do ensaio e testaram-se 0S SOros
quanto a reactividade com particulas de BPV-1 intactas e
fragmentadas, por ELISA. Embora 90% e 58% dos vitelos
desenvolvessem respostas de anticorpos contra epitopos da
capside de BPV-1 internos e externos, respectivamente, todos
0s vitelos desenvolveram fibromas.

Dois bois castrados (926 e 921), adgquiridos em vitelos de
uma manada de gado confinada sem exposigao anterior a BPV-1 ou
BPV-2, foram inoculados em multiplos locais com homogenatos
finamente divididos de fibropapilomas induzidos por BPV-1. Os
fibropapilomas desenvolveram-se nos locals escarificados e
persistiram durante varios periodos de tempo antes de sofrerem
regressdo espontdnea. 0Os soros utilizados nesta experiéncia
foram recolhidos durante o0s primeiros sinais de regressao dos
fibropapilomas em ambos 0s animais.

Anticorpcs policlonais de coelho.,

Prepararam-se anti-soros de coelho por inoculagao com
virides de BPV-1 ou BPV-2 intactos, ou com particulas de BPV-1
desnaturadas e depois sangraram-se 2 semanas apo6s a imunizacido
final (Jenson, A.B. Rosenthal, J.D., Olson, C, Pass, F.W.,
Lancaster W.D. e Shah, K., “Immunologic relatedness of
papillomaviruses from different species”, J. ©Nat. Cancer
Inst., 64, 495-500 (1980), Jenson, A.B., Kurman, R.J. e
Lancaster, W.D., “Detection of papillomavirus common antigens

in lesions of the skin and mucosa”, Clinics In Dermatol., 3,
56-63 (1985); Cowsert, L.M., Lake, P. e Jenson, A.B.,
“Topographical and conformacional epitopes of bovine

papillomavirus type 1 defined by monoclonal antibodies”, J.
Nat. Cancer Inst., 79 1053-1057 (1987)).
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Anticorpos monoclonais murinos.

Utilizaram-se também dois MAb murinos, 13D6 e JG, para
testar a neutralizacgédo. 0 13D6 reconhece epitopos
conformacionais em BPV-1, BPV-2 e ©particulas intactas
papilomavirus de veado (DPV) (Cowsert, L.M., Lake, P. e
Jenson, A.B., “Topographical and conformational epitopes of
bovine papillomavirus type 1 defined by monoclonal
antibodies”, J. DNat. Cancer Inst., 79 1053-1057 (1%87)),
enquanto o JG reconhece um epitopo linear especifico do tipo

de BPV-1 interno a céapside (resultados ndo apresentados).

TABELA I
REACTIVIDADE EM ELISA DE SOROS BOVINOS, DE CCELHO E HUMANOS E
MAb MURINOS COM PARTICULAS DE BPV-1 INTACTAS E FRAGMENTADAS

Amostras de MAb ou soro’ Particulas de BPV-1
Intactas Fragmentadas
Vitelos vacinados®
163
Pré-sangria 0,002 0,016
1 0,041 0,925
2 0,312 1,472
173
Pré-sangria 0,036 0,066
1 0,101 1,222
2 0,182 1,249
Coelho’
NRS 0,065 0,073
BPV-1 1,454 0,095
BPV-2 1,621 0,085
BPV-1 (SDS) 0,319 1,358
MAb
13D6 0,629 0,004
JG 0,004 0,423
Bois castrados hiper-imunes*
926 0,296 0,033
921 0,397 0,202
Humano
1 0,964 0,036
2 0,554 0,247
'0 RBPV-1 e o RBPV-2 foram diluidos de 1/2000; todas as outras amostras
foram diluidas de 1/50. -“Pre, soros pré—-sangria de vitelos 163 e 173; 1,
soros de vitelos 163 e 173 no momento da provocacgdao com virides de BPV-1;
2, soros de vitelos 163 e 173 no final do ensaio da vacina. —BNRS, soro de
coelho normal; BPV-1 (SDS) soro de coelho ©preparado contra BPV-1
fragmentado por SDS. -'Bois castrados (926 e 921), soro de boi castradoe

inoculado em 24 diferentes locais cutaneos com homogenatos de BPV-1.
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Ensaios de neutralizacao
Dois ensaios (xenoenxertos em ratinhos atimicos e
culturas de células murinas C127) para deteccao de

neutralizagdo mediada por anticorpos de wvirides de PV
infecciosos, foram comparados quanto a especificidade.

Ensaio de xenoenxerto.

Para ensaiar a neutralizacao da infecciosidade de BPV-1,
adicionou-se uma diluig¢do de 1:10 de anti-soros policlonais em
PBS a aliquotas de BPV-1 infeccioso em PBS e 1incubou-se
durante 1 h a 37°C. Incluiu-se BPV-1 em apenas PBS como
controlo positivo para a infecciosidade. Adicionaram-se a cada
diluigdo pedacos de pele bovina fetal (pecas de 5 a 10 x 2 x
2 mm) e incubou-se durante 1 h a 37°C.

Transplantaram-se o0s pedagos sob a cédpsula renal de
ratinhos atimicos e determinou-se a dimensdo (em mm) do guisto
e a morfologia do seu epitélio de revestimento apds 60 dias.
Calcularam-se as dimensdes dos quistos como média geométrica
dos didmetros (GMD) calculando a raiz cubica de comprimento x
largura x altura dos quistos em mm.

Realizou-se a andlise estatistica determinando as médias
dos GMD dos quistos e dos fibropapilomas para cada anti-soro e
comparou-se com as de controlos ndo tratados utilizando o
teste t de Student.

Ensaio de células Cl27.

Obtiveram-se células murinas Cl27 na ATCC, Rockville, MD,
e cresceram-se como descrito por (Dvoretzky, I., Shober, R.,
Chattopadhy, S.K. e Lowy, D.R., *“A quantitative in vitro
focus-forming assay for bovine papillcmavirus”, Virology, 103,
369-375 (1980)). 0Os ensaios de neutralizagao foram realizados
em placas de Petri (100 mm). As células Cl27 foram semeadas a
aproximadamente 10° a 5 x 10° células, que se deixaram ficar
75 a 80% confluentes, e depois incubaram-se virides de BPV-1
(10° unidades formadoras de focos [FFU]) com 0,5 ml de DMEM
como controlo positivo para a infecciosidade ou um volume
igual do MAb ou do anti-soro policlonal (diluido de 1:5) a
37°C durante 1 h antes da inoculag¢do de células Cl27. Apds 1-
1/2 h de adsorcdo, adicionou-se MEM suplementado com FBS a 10%
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a cada placa. Reconstituiu-se o meio no dia seguinte e depois
3 vezes por semana durante 17 a 19 dias, altura em que se
fixaram as placas e coraram com azul de metileno a 0,1% em
metanol para contar o numero de FF por placa. Os controlos
incluiam soros de vitelo fetal e soro de um boi castrado que
nao tinha historial de fibropapilomas.

RESULTADOS

A especificidade de 2 sistemas de ensaio diferentes,
xenoenxertos e células Cl27, para medicdo da neutralizagao da
infec¢do por BPV-1, foil comparada utilizando soros animais e
MAb murinos seleccionados. 0s soros e os MAb testados foram:
(1) soros de coelhos e gado vacum imunizados e/ou infectados
com virides de BPV-1 e BPV-2 intactos (o0s sistemas imunitdrios
foram expostos a epitopos da superficie da cépside de BP-1
tanto conformacionais como lineares); (2) soros de coelhos e
gado vacum imunizados com virides de BPV-1 desnaturados e
proteinas de fusao de L1, respectivamente (os sistemas
imunitdrios foram expostos a epitopos da céapside de BFV-1
desnaturados/lineares); (3) soros seleccionados de seres
humanos que reagiam com BPV-1 intacto; e (4) MAb que definem
epitopos conformacionails da superficie de BPV-1 e epitopos que
sdo internos a capside de BPV-1.

Topografia de epitopos

Os soros avaliados no nosso estudo foram testados
inicialmente quanto a reactividade com cdpsides de BPV-1 tanto
intactas como fragmentadas, definindo assim a localizagado
topografica dos correspondentes epitopos como externos ou
internos a cdpside de BPV-1 como previamente descrito
(Cowsert, L.M., Lake, P. e Jenson, A.B., “Topographical and
conformacional epitopes of bovine papillomavirus type 1
defined Dby monoclonal antibodies”, J. Nat. Cancer Inst., 79
1053-1057 (1987)). (Tabela I).

Os soros de coelho produzidos contra virifes de BPV-1 ou
BPV-2 1intactos e soros de bois castrados inoculados em
miltiplos locais com homogenatos infecciosos de BPV-1,
induziram fibropapilomas assim como o MAp 13D6 reagiu
primariamente com virides intactos. Os dois soros humanos
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seleccionados para este estudo reagiram primariamente com
particulas de BPV-1 intactas.

O soro de coelho preparado contra particulas virais de
BPV-1 fragmentadas por SDS, e soros (sangria 2) de vitelos 163
e 173 no final do ensaio da vacina, 48 dias apds a provocagao
com virides de BPV-1l, reagiram com particulas virais tanto
intactas como fragmentadas. O soro de vitelo 163 (sangria 1),
imediatamente antes da provocagao com virides de BPV-1
infecciosos, reagiu apenas com particulas de BPV-1
fragmentadas. O MAb JG reagiu apenas com virides de BPV-1
fragmentados.

Os soros pré-sangria/normais de coelho e bovino (vitelos
163 e 173) nao reagiram com viribes de BPV-1 intactos nem
fragmentades, por ELISA.

Ensaios de neutralizacao

Compararam-se dois ensaios diferentes quanto a
neutralizacdo da infecciosidade de BPV-1 pelos scorcs hiper-
imunes e MAb: (i) =xenocenxertos em ratinhos atimicos, e (ii)
culturas de células Cl127.

Ensaio de neutralizacdoc de xenoenxertos.

Os anti-soros policlonais (nao absorvidos) assim como
S0ros de controlo negativo foram testados quanto a
neutralizacao da infeccicsidade de BPV-1 de pele bovina fetal
transplantada por baixo da cdpsula renal de ratinhos atimicos.
Determincu-se a neutraliza¢do efectiva por comparac¢ao da
dimensdo e morfologia microscopica do quisto (Tabela II).

Incubaram-se pedagos de pele bovina fetal com BPV-1 que
tinha sido pré-incubado durante 1 h com diluig¢des dos varios
anti-soros  policlonais. Enxertaram-se os pedagos sub-
renalmente em ratinhos atimicos, e determinaram-se as médias
geométricas dos didmetros médios dos quistos 60 dias mais
tarde (Tabela 1II). Obteve-se uma dgrande e significativa
reducao da dimensao dos guistos para os soros de 2 coelhos
inoculados com BPV-1 ou BPV-2 intactos e anti-soros
policlonais de boi castrado recolhidos de animais com
regressdc de fibropapilomas induzidos por BPV-1. Nem © anti-
soro policlonal do coelho inoculado com particulas de BPV-1
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desnaturadas nem o0s soros bovinos pré-sangria, na provocacao
ou pods-provocagac do estudo de vacinagdo recombinante em
vitelos teve um efeito significativo na dimensdc dos quistos
na diluigao testada. 0s soros humanos e os MAb reactivos com
particulas de BPV-1 intactas ou epitopos lineares de BPV-1 nado
resultaram em reduc¢do da dimensac dos quistos.

Ensaio de neutralizacgdo de células Cl27.

Soros pré-sangria de coelho e vitelo 163 e 173, soro de
coelho  hiper-imune preparado contra virides de  BPV-1
fragmentadecs por SDS, ambos 0s soros humanos, e soros de
vitelo (163 e 173) apds vacinacdo mas imediatamente antes da
provocagac com BPV-1, ndao neutralizaram FF de células Cl27 por
virides de BPV-1 (Tabela III). Contudo, os soros de coelho
produzidos por imunizagao com BPV-1 e BPV-2 intactos tinham
titulos de neutralizacdo de 10° e 10° respectivamente, e os
soros de Dbois castrados hiper-imunes tinham um titulo de
neutralizacdo de 10° (926) a 10° (921). Os soros de vitelos
163 e 173 no final do ensaio de vacinacao tinham um titulo de
neutralizacdo inferior a 10', provavelmente devido & exposicdo
a virus de provocagao infecciosos, e nac a uma maturacaoc da
resposta imunitdria contra a vacina.

Nem o0s soros de vitelo fetal nem o soro de boli castrado
adulto seleccionado de animais nadao imunes inibiram FF em
células Cl27.
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TABELA II

DIMENSAO DOS QUISTOS E MORFOLOGIA DE XENOENXERTOS EM

DESENVOLVIMENTO INDUZIDOS POR BPV-1 APOS VARIOS PRE-
TRATAMENTOS COM SORO DE BPV-1 INFECCIOSO

Amostras de soro ou MAb' Dimensdo do Morfologia
quisto’ (média
e EPM em mm)

Vitelos vacinados

163

Pré-sangria 5,8 (0,9)° 5/6/6

1 4,0 (0,4) 4/4/4

2 4,6 (0,5)° 5/6/6

173

Pré-sangria 6,7 (0,8)" 6/6/6

1 5,2 (0,7)" 5/6/6

2 5,3 (0,6)° 5/6/6
Coelho

NRS 5,8 (0,6)" 8/8/8

BPV-1 3,5 (0,2)7° 0/10/10

BPV-2 3,3 (0,5)7° 1/6/6

BPV-1 (SDS) 8,3 (0,5)%° 4/4/4
MADL

13D6 4,4 (0,6)° 6/6/6

JG 5,3 (0, 7" 5/6/6
Bois castrados hiper-imunes

926 3,0 (0,6)° 0/3/4

921 3,4 (0,4)° 0/6/6
Humano

1 6,5 (0,7)" 6/6/6

2 5,0 (0,4)" 6/6/6
'amostras de sorc de varias fontes descritas ma Tabela I. -“As
dimensdes dos quistos foram determinadas a partir das médias
geométricas dos didmetros. -’Namero de quistos morfologicamente

transformados/numero de quistos sobreviventes /numero de enxertos
tentados. -'Dimensdo média dos quistos significativamente diferente
(p<0,05) do grupo de tratamento infectado com BPV-1 de (controlo
positivo para neutralizacao). -°Dimensdo média  dos quistos
significativamente diferente (p<0,05) de anti-BPV-1 intacto de
coelho (previamente utilizado como controlc positivo para estudos
de neutralizacdo de =xenoenxertos de BPV-1). -°Dimensdo média dos
quistos significativamente diferente (p<0,05) de soro normal de
coelho (previamente utilizado como controlc negativo para estudos
de neutralizacdo de xenoenxertos de BPV-1).
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TABELA III
NEUTRALIZACAO DA INFECCAO POR BPV-1 DE CELULAS C127, POR SOROS
BOVINOS, DE COELHO E HUMANOS E MAb MURINOS

Amostras de soro ou MAb' Titulo de neutralizacdo’
Vitelos vacinadocs
163
Pré-sangria 0
1 0
2 <10*
173
Pré-sangria 0
1 0
2 <10*
Coelho
NRS 0
BPV-1 10°
BPV-2 104
BPV-1 (SDS) 0
MAD
13D6
JG
Bois castrados hiper-imunes
926 >10°
921 >10°
Humano
1
2

'Tdentificacdo de diferentes soros e MAb como na Tabela I. -0
titulo de neutralizagédo é expresso como o reciproco da diluigao
de soro mais elevada necessdria para neutralizar a formacdo de
focos de células Cl27 murinas por virides de BPV-1.

DISCUSSAO

O sistema de xenoenxerto proporcionou um modelo eficaz
para a detecc¢do de neutralizacdo mediada por anticorpos de
infecgles por PV produtivas, incluindo BPV-1 (Christensen, N.
e Kreider, J.W., “Antibody-mediated neutralization in vitro of
infectious papillomaviruses”, J. Virol. 64:3151-3156 (1990)).
Contudo, o©0s anticorpos neutralizantes evitaram também que 0s
virides de BPV-1 induzissem FF em células C1l27 murinas nao
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infectadas produtivamente em cultura (Dvoretzky, I., Shober,
R., Chattopadhy, S.XK. e Lowy, D.R., *“A quantitative in vitro
focus-forming assay for bovine papillomavirus”, Virology
103:369-375 (1980)). Para comparar a especificidade dos
2 métodos, e para determinar os epitopos responsdveis pela
neutralizacgdo, testaram-se soros seleccionados de gado vacum,
coelhos e seres humanos e MAb murinos, quanto a actividade
neutralizante.

Os genomas de papilomavirus sao encapsidados por
proteinas L1 (principal da capside) e L2 (minoritaria da
capside) (Banks, L. Matlashewski, G. Pim, D., Churcher, M.,
Roberts, C. e Crawford, L., “Expression of human
papillomavirus type-6 and type-15 capsid proteins in bacteria
and their antigenic characterization”, J. Gen. Virol. 69:3081-
3089 (1987), Christensen, N. Kreider, J.W., Cladel, N.M. e
Galloway, D.A., “Immunologic cross-reactivity to laboratory-

produced HPV-11 virions of polysera raised against bacterially
derived fusion proteins and synthetic peptides of HPV-6b e
HPV-16 capsid proteins”, Virology 175:1-9 (1990), Cowsert,
L.M., Lake, P. e Jenson, A.B., “Topographical and
conformacional epitcopes of Dbovine papillomavirus type 1
defined by monoclonal antibodies”, J. Nat. Cancer Inst.
79:1053-1057 (1987), Cowsert, L.M., Pilacinski, W.P. e Jenson,
A.B., “Identification of the Dbovine papillomavirus L1 gene

product using monoclonal antibodies”, Virology 165:613-615
(1988), Doobar, J. e Gallimore, P.H,, *“Identification of
proteins encoded by the L1 and L2 open reading frames of human
papillcmavirus 1a”, J. Virol. 61:2793-2799 (1987), Jin. X.W.,
Cowsert, L., Pilacinski, W. e Jenson, A.B., “Identification of
L2 open reading frame gene products of bovine papillomavirus
type-1 by monoclonal antibodies”, J. Gen. Virol. 70:1133-1140
(1989), Komly, C.A., Breitburd, F., Croissant, 0. e Streeck,
R.E., “The LZ open reading frame of human papillomavirus

type la encodes a minor structural protein carrying type-
specific antigens”, J. Virol. 60:813,816 (1986), Kreider,
J.W., Howett, M.K., Wolfe, S.A., Barlett, G.L., Zaino, R.J.,
Sedlacek, T.V. e Mortel, R., “Morphological transformation in
vitro of human uterine cervix with papillomavirus from
condylomata acuminata”, Nature (Lond.) 317:639-640 (1985),
Nakai, Y., Lancaster, W.D., Lim, L.Y. e Jenson, A.B.,
“Monoclonal antibodies to genus-— and type-specific
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papillomavirus structural antigens”, Intervirology 25:30-37
(1986), Roseto, A., Pothier, P., Guillemin, M.C., Peries, J.,
Breitburd, F., Bonneaud, N. e Orth, G., “Monoclonal antibody

to the major capsid protein of human papillomavirus type 17,
J. Gen. Virol. 65:1319-1324 (1984)), para formar virides nos

nucleos de queratindcitos em diferenciagdo terminal (Firzlaff,
J.M., Kiviat, N.B., Beckmann, A.M., Jenison, A. e Galloway,
D.A., "“Detection of human papillomavirus capsid antigens in
various squamous epithelial lesions using antibodies directed
against the L1 e L2 open reading frames”, Virology 164:467-477
(1988), Jenson, A.B., Rosenthal, J.D., Olson, C, Pass, F.W.,
Lancaster, W.D. e Shah, K., “Immunologic relatedness of
papillomavirus from different species”, J. Nat. Cancer Inst.
64:495-500 (1%980), Lim, P.S., Jenson, A.B., Cowsert, L.,
Nakai, Y., Lim, L.Y. e Sundberg, J., “Distribution and

specific identification of papillomavirus major capsid protein
epitopes by immunocytochemistry and epitope scanning of
synthetic peptides”, J. Infect. Dis. 162:1263-1269 (1990),
Sandbergqg, J.P., Junge, R.E. e Lancaster, W.D.,

“Tmmunoperoxidase localization of papillomaviruses in
hyperplastic and neoplastic epithelial lesions of animals”,
Amer. J. Vet. Res. 45:1441-1446 (1984). A proteina da cépside
L1 de PV ao contrdrio da proteina L2, é altamente conservada

em todo o género dos PV (Baker, C.C., “Sequence analysis of
papillomavirus genomes”, em: N.P. Salzman e P.M. Howley
(eds.), The papoviridae, Vol. 2, The papillomavirus, pp. 321-

385, Plenum, New York (1987). Contudo, apenas epitopos
lineares e conformacionais especificos do tipo e minimamente
reactivos cruzadamente da proteina L1 foram detectados na
superficie de virides por MAb, Cowsert, L.M., Lake, P. e
Jenson, A.B., “Topographical and conformacional epitopes of
bovine papillomavirus type 1 defined by monoclonal
antibodies”, J. Nat. Cancer 1Inst. 79:1053-1057 (1987),
Cowsert, L.M., Pilacinski, W.P. e Jenson, A.B.,

“Identification of the bovine papillomavirus L1 gene product
using monoclonal antibodies”, Virology 165:613-615 (1988)
enquanto epitopos lineares especificos do tipo da proteina L2
parecem ser internos & capside (Jin. X.W., Cowsert, L.,
Pilacinski, W. e Jenson, A.B., "“Identification of L2 open
reading frame gene products of bovine papillomavirus type-1 by
monoclconal antibodies”, J. Gen. Virol. 70:1133-1140 (1989),
Komly, C.A., Breitburd, F., Croissant, O. e Streeck, R.E.,
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“The L2 open reading frame of human papillomavirus type la
encodes a minor structural protein carrying type-specific
antigens”, J. virol. 60:813,816 (1986), Tomita, Y., Shirasawa,
H., Sekine, H. e Simizu, B., “Expression of  human
papillomavirus type 6b L2 open reading frame in Escherichia
coli::L2-P-galactosidase fusion proteins and their antigenic
properties”, Virology 158:8-14 (1987)). Neste estudo, apenas
soros de coelhos imunizados com virides de BPV-1 ou BPV-2
intactos e de gado wvacum infectado com homogenatos de
fibropapilomas infectados produtivamente foram capazes de
neutralizar a infecciosidade do BPV-1 tanto em células Cl27
murinas como nos xenoenxertos.

Embora o ensaio de neutralizacdo em células D127 murinas
possa ser mais quantitativo, principalmente porque o ensaio
envolve FF de células individuais numa monocamada, ndo é mais
especifico do que o sistema do xenoenxerto (Christensen, N. e
Kreider, J.W., ”“Antibody-mediated neutralization in vitro of
infectious papillomaviruses”, J. Virol. 64:3151-3156 (1990)),
que ¢ mals andlogo & neutralizacdo da infecgdo por BPV-1 no
hospedeiro natural por vacinagdo prévia com virides intactos
(Jarrett, W.F.H., O'Neill, B.W., Gaukroger, J.M., Laird, H.M.,
Smith, K.T. e Campo, M.S., *“Studies on vaccination against
papillomaviruses: a comparison of purified wvirus, tumour
extract and transformed cells 1in prophylactic wvaccination”,
Vet. Rec. 126:449-452 (1990a), Jarrett, W.F.H., O'Neill, B.W.,
Gaukroger, J.M., Laird, H.M., Smith, K.T. e Campo, M.S.,
“Studies on vaccination against papillomaviruses: the immunity
after infection and vaccination with bovine papillomaviruses
of different types”, Vet. Rec. 126:473-475 (1990b)). Soros
bovinos de wvitelos wvacinados quase 2 meses depois da
provocagao com virides de BPV-1 neutralizaram FF induzidos por
BPV-1 de células Cl27, mas nao evitaram o desenvolvimento de
fibropapilomas nos xenoenxertcs. Embora ambos o0s ensalos
fossem realizados utilizando aliquotas dos mesmos SOros, as
diferencas no pessocal, manuseamento dos espécimes, condicdes
de infecgdo e neutralizacgdo, que foram realizados em
localizagdes separadas, podiam também explicar a ligeira
diferenca de resultados.

Soros de coelho e Dbovino que foram preparados contra
vacina de cdpsides de BPV-1 desnaturadas ou L1 de BPV-1
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recombinante, respectivamente, nao neutralizaram a
infecciosidade de BPV-1 em nenhum ensaio de neutralizacao.
Como estes soros apenas reconheceram epitopos de L1 de BPV-1
continuos, concluiu-se que o0s epitopos da superficie de BFV-1
linearizados ndoc eram  capazes de induzir anticorpos
neutralizantes. A actividade neutralizante neste estudo parece
ser largamente dependente dos epitopos conformacionais.

Os 2 soros humanos que reagiram com particulas de BPFV-1
intactas ndo evitaram FF induzidos por BPV-1 em células Cl27
ou a transformagdo de pele bovina fetal no modelo de
xenoenxerto. Isto sugere que 0Ss SOros humanos ou reconheciam
um  mimeotopo nao neutralizante ou definiam epitopos
conformacicnais de BPV-1 gque ndo estdo associados com a
neutralizacao da infecciosidade de BPV-1. Apesar disso, estes
resultados suportam o conceito de que ¢é necessdria uma
exposigdc significativa a particulas virais de BPV-1 intactas
para a producdo de anticorpos neutralizantes (Jarrett, W.F.H.,
O'Neill, B.W., Gaukroger, J.M., Laird, H.M., Smith, K.T. e
Campo, M.S$S., “Studies on vaccination against papillomaviruses:
a comparison of purified virus, tumcour extract and transformed
cells in prophylactic wvaccination”, Vet. Rec. 126:449-452
(1990a), Jarrett, W.F.H., O'Neill, B.W., Gaukroger, J.M.,
Laird, H.M., Smith, K.T. e Campo, M.S., “Studies on
vaccination against papillomaviruses: the immunity after
infection and vaccination with bovine papillomaviruses of
different types”, Vet. Rec. 126:473-475 (1990b)).

0 nosso estudo revela gue a neutralizac¢do da
infecciosidade de BPV-1 por anticorpos séricos pode ser medida
pela prevengdo de FF em células C127 ou pela transformacgdo de
pele bovina fetal no modelo do xencenxerto. Como 0s resultados
dos 2 ensaios eram concordantes, conclui-se que (1) a
neutralizacdo de FF de células Cl27 e a transformacdo de pele
bovina fetal nos xenoenxertos parecem ambas ser verdadeiros
indicadores da capacidade de anticorpos para neutralizar a
infecciosidade de BPV-1, ou seja, o0s anticorpos reagem com
proteina Ll conformacionalmente correcta; e (2) a
neutralizacdo de FF por células Cl27 pode ser utilizada para
estudos de interacg¢do precoce virido de BPV-1-célula
hospedeira para definir epitopos funcionais.
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Exemplo 2
Expressdo de um protdétipo de proteina L1 (HPV-1) pelo vector

pSVL transfectado em células COS

A proteina L1 de HPV-1 fol expressa porque existem varios
anticorpos monoclonais contra HPV-1 gue reagem com epitopos
conformacionais presentes no virido intacto. Consideramos que
se tivéssemos sucesso a gerar proteina L1 de HPV-1 com a
conformagac nativa, esses anticorpos monoclonais poderiam
reagir com a proteina L1 expressa, isolada. Isto confirmaria a
capacidade de produzir proteina L1 com a conformagdo adequada
para imitar a que estd presente na particula de virus intacta.
Para produzir um anticorpo neutralizante, é critico para gerar
uma resposta imunitdria contra os epitopos conformacionais do
papilomavirus.

A escolha do vector baseou-se em vAarios critérios.
Pretendiamos ter vectores de expressao que produzissem
elevados niveis de proteina da cdpside, o que ndo apenas
facilitaria a sua wutilizacdo ©para vacinas como também
auxiliaria potencialmente o atingir de formacac de capside
vazia no nucleo. O vector pSVL e os vectores de baculovirus
utilizam ambos promotores muito fortes e tém sido extensamente
utilizados para a expressac de proteinas. Em adicdo, o© vector
PSVL contém uma origem de replicagcdo de Sv40 e, quando
transfectado em c¢élulas COS que expressam o antigénio T
Grande, replica até um elevado nuUmero de cédpias. A replicacgido
do wvector inicial, combinada com a forte actividade do
promotor viral, resultam em niveis extremamente elevados de
proteina expressa. As células COS sdo também permissivas a
montagem de virides de SV40 e podem potencialmente facilitar a
montagem de particulas de PV. O sistema de baculovirus também
oferece a wvantagem de que maiores percentagens de c¢élulas
podem ser induzidas a expressar proteina (devido a utilizacgido
de técnicas de infecgcdo em vez de transfecgdo). Embora o
baculovirus seja um virus de insectos e cresca em células de
insecto (Sf9), estas células retém muitos dos mecanismos
eucariotas de ©processamento de proteinas (glicosilacaoc e
fosforilacado) que podem ser importantes para gerar proteinas
com a conformagdo apropriada.
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O esquema para a clonagem da proteina L1 de HPV-1 em pSVL
é apresentado na Fig. 1.

A expressao da proteina L1 de HPV-1 por pSVL foi primeiro
ensaiada por imunofluorescéncia. Células Cos foram
transfectadas com 1-10 ug do plasmideo apresentado na Fig. 1.
Apds 48 h, as células foram fixas com metancl frio e depois
feitas reagir com ascites de ratinho ndo imune (a), anti-soro
de coelho gerado contra BPV-1 fragmentado por SDS (b), ou
anticorpo monoclonal de ratinho 405D5 que reconhece um epitopo
conformacional especifico do tipo no HPV-1. Observou-se uma
coloracdoc nuclear positiva com ambos 0s anticorpos que estava
ausente em células nao transfectadas. Em adicdo, as células
que expressam L1 foram também reactivas com varios anticorpos
monocleonais adicionais que reagem especificamente com epitopos
conformacionais independentes (resultados nado apresentados).
Apds a transfec¢ao fixaram-se entdao as células COS com metanol
€ coraram-se quanto a reactividade com soro de coelho de
controlo, anti-soro Dako geradoc contra virides de BPV-1
fragmentadocs por SDS, ou anticorpo monoclonal de ratinho 405D5
que reage especificamente com epitopos conformacionais de
virides de HPV-1. Quatro anticorpos monoclonais especificos da
conformagao adicionais originaram um padrao de
imunofluorescéncia idéntico e indicaram claramente gue a
proteina L1 sintetizada em c¢élulas COS retém epitopos
conformacionais. Em adigdo, a proteina L1 exibe a localizacgao
intranuclear antecipada, reflectindo 0s correctos
processamento e translocalizagdo desta  proteina. Este
resultado demonstra que o epitopo conformacional identificado
pelo anticorpo 405D estd presente inteiramente na proteina L1
(e ndo na L2 ou numa combinacgdo de L1/L2). Mais importante, a
reactividade de L1 com este anticorpo monoclonal demonstra que
a proteina L1 retinha um epitopo conformacional idéntico ao
encontrado no seu estado associado ao virido. Experiéncias de
microscopia electrdnica estdo presentemente a ser realizadas
para avaliar se a proteina L1 estd montada em particulas
virais vazias. Assim, 0 vector pSVL é bem sucedido na producédo
de proteina L1 de HPV-1 com uma conformag¢aoc nativa para gerar
respostas de anticorpos que reagem com particulas de virus
intactas.
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A sintese da proteina L1 fol também determinada por
imuncprecipitacdo a partir de células COS transfectadas. A
48 h apds a transfecgdo, as células COS foram metabolicamente
marcadas com S-35 metionina e c¢isteina durante 4 h,
extractadas com tampdo RIPA e imunoprecipitadas com anti-soro
de coelho gerado contra BPV-1 fragmentado por SDS (Dako).
Utilizdmos este anticorpo para as imunoprecipitacdes pois a
solubilizagdo de proteina L1 com detergentes desnaturantes
pode eliminar o seu reconhecimentc pelo anticorpc de Ll
dependente da conformacdo atrds descrito. Uma SDS-PAGE do
imunoprecipitado indica que a proteina L1 sintetizada tem o
comprimento completo (55 kD). Esta série de experiéncias de
imunofluorescéncia e imunoprecipitacdao demonstra portanto que
0 vector pSVL serd capaz de gerar proteina L1 gque sera
adequada para a 1ndugao de anticorpos dependentes da
conformacgao.

Exemplo 3

As infecgbes por papilomavirus provocam verrugas cutdneas
e das mucosas genitais (condylomata) numa ampla variedade de
animais vertebrados (Olson, C, em "The papovaviridae" (N.P.
Salzman e P.M. Howley, Eds.), pp. 39-66, Plenum Press (1987))
e, nos seres humanos, estao fortemente associadas ao
desenvolvimento de displasia e carcinoma cervicails (Jenson,
A.B., e Lancaster, W.D., em "Papillomaviruses and human
cancer" (H., Pfister, Ed.) pp. 11-43, CRC Press (1990)). Cada
tipo de papilomavirus ¢ altamente especifico da espécie e
infecta preferencialmente epitélio escamoso num  numero
restrito de localizagbes anatdmicas. A replicacdo vegetativa
de ADN viral ocorre no nucleo de queratindécitos terminalmente
diferenciados onde o genoma viral fica encapsidado pelas
proteinas da c¢épside principal (Ll1) e minoritaria (L2),
formando wvirides com 55 nm de didmetro. Infelizmente, néao
existem sistemas de cultura de tecidos gque permitam suficiente
diferenciacdao de queratindcitos para propagar os papilomavirus
in vitro e esta limitacgdoc tem comprometido a andlise da
expressao tardia dos genes de Ll e L2 assim como a
caracterizag¢do da resposta imunitdria do hospedeiro aos seus
produtcs génicos.
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Devido ao papel etioldgico que os papilomavirus humanocs
(HPV) desempenham em algumas malignidades humanas,
recentemente a atencgdo tem-se focado no desenvolvimento de uma
vacina de proteina da capside recombinante para reduzir a
incidéncia da infecgdo por HPV e suas sequelas neopldsicas. O
primeiro modelc animal para uma potencial wvacina utilizou
papilomavirus do tipo 1 (BPV-1) bovino. A proteina L1 de BPV-1
foi expressa em bactérias (Pilacinski, W.P., Glassmam, D.L.,
Krzyzek, R.A., Sadowski, P.L., e Robbins, A.K., Biotechnology

2:356-360 (1984)) e utilizada para imunizar gado vacum contra
uma subsequente provocagdo viral (Pilacinski, W.P., Glassmam,
D.L., Glassman, K.L., Read, D.E., Lum, M.A., Marshall, R.F., e
Muscoplat, C.C., em "Papillomaviruses: molecular and clinical
aspects" (T.R. Broker e P.M. Howley, Eds., pp. 257-271, Alan
R. Liss, Inc., New York (1985)). Contudo, como a proteina Ll
expressa aparentemente ndo tinha a conformacdo nativa (devido
a forma de agregados, insoltvel, de proteinas de fusdo sobre-
expressas em bactérias), nado induziu anticorpos que poderiam
reconhecer ou neutralizar virides de BPV-1 intactos (Jin,
X.W., Cowsert, L., Marshall, D., Reed, D., Pilacinski, WwW.,
Lim, L.Y., e Jenson, A,B,, Intervirology 31:345-354 (1990); e
Ghim, S., Christensen, N.D., Kreider, J.W., e Jenson, A.B.,
Int. J. Cancer 49:285-289 (1991)).

A capacidade de anticorpos para neutralizar papilomavirus
parece estar relacionada com a sua capacidade de reagir com
epitopos conformacionais, especificos do tipo, na superficie
do wviriao (Ghim, S., Christensen, N.D., Kreider, J.W., e
Jenson, A.B., Int. J. Cancer 49:285-289 (1991); Christensen,
N.D. e Kreider, J.W., J. Virol. 64:3151-3165 (1990) ;
Christensen, N.D., Kreider, J.W., Cladel, N.M., Patrick, S.D.,
e Welsh, P.A., J. Virol. 64:5678-5681 (1990); e Jarrett,
W.F.H., O'neil, B.W., Gaukroger, J.M., Smith, K.T., Laird,
H.M., e Campo, M.S., Vet. Rec. 126:437-475 (1990)) e, de
facto, estudos anteriores demonstraram que a resposta

predominante de anticorpos detectada contra HPV-1 em seres
humanos ¢ dirigida contra estes epitopos conformacionais
(Steele, J.C., e Gallimore, P.H., Virology 174:388-398 (1990);
¢ Anisimové, E., Bardk, P., Vlcek, D., Hirsch, I., Brichacek,
B., e Vonka, V., J. Gen. Virol. 71:419-422 (1990)). No
presente estudo, caracterizamos uma série de anticorpos gquanto

a sua reactividade com epitopos conformacionais de HPV-1 e
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demonstramos que a proteina L1 de HPV-1 sintetizada em células
COS expressa estes epitopos conformacionais de virides. Esta
proteina expressa pode, ©portanto, ser wutilizada ©para o
desenvolvimento de vacinas assim como técnicas de rastreio
seroldgico.

As experiéncias iniciais foram desenhadas para
caracterizar uma série de anticorpos policlonais e monoclonais
quanto a sua reactividade com virides de HPV-1 que estavam num
estado intacto (conformac¢do nativa) ou desnaturado por SDS
(ndo conformacional) . Era essencial caracterizar estes
anticorpos com detalhes de modo a que pudessem ser utilizados
para avaliar o estado conformacional de proteina L1 de HPV-1
expressa. Um resumo das experiéncias ELISA e dos detalhes para
0 1soclamento e purificacdo dos virides de HPV-1 ¢é dado na
Tabela IV.

Resumidamente, pocos de placas de microtitulo foram
revestidos com virides de HPV-1 intactos ou fragmentados por
SDS como descrito anteriormente (Cowsert, L.M., Lake, P., €
Jenson, A,B., J. Natl, Cancer Inst, 79:1053-1057 (1987)) e
utilizados para o rastreio dos anti-soros ou anticorpos

monocleonais indicados. Os dois soros de coelho hiper-imune
produzidos contra HPV-1 foram anteriormente descritos (Pass,
F., e Maizel, J.V., J. Invest. Dermatcl. 560:307-311 (1973)), o
anti-soro de coelho (R#3) foi geradoc contra particulas de HPV-

1 fragmentadas e o anti-soro de coelho (R#7) contra particulas
intactas. O0s quatro anticorpos monoclonais que reconhecenm
epitopos conformacionais na superficie de particulas de HPV-1
foram gentilmente fornecidos por Dr. P. Pothier (Bourgogn
University, Franga).
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TABELA IV
Reactividade de anti-soros policlonais de coelho e anticorpos
monoclonais murinos com virides® de HPV1 intactos e
fragmentados, determinada por ELISA.

Valor de ELISA

Anticorpo Imunogénio Virides Virides
intactos fragmentados

Coelho Pass. 7 HPV1 intacto 1,493 0,002
Pass. 3 HPV1 fragmentado 0,918 0,616

Murino 334B6 HPV1 intacto 0,438 0,003
339B6 HPV1 intacto 0,520 0,000
405D5 HPV1 intacto 0,429 0,009
D54 G10 HPV1 intacto 0,464 0,003
MAB45° L1 de HPV1 0,512 0,332

*0s virides de HPV-1 foram extraidos de wverrugas plantares
produtivamente infectadas (Jenson, A.B., Lim, L.Y., e Singer, E.,
J. Cutan. Pathol. 16:54-59 (1989)) e purificados por centrifugacéo
de equilibrio num gradiente de CsCl (Cowsert, L.M., Lake, P., e
Jenson, A.B., J. Natl. Cancer Inst. 79:1053-1057 (1987)). Virides
(1,34 g/ml) e particulas vazias (1,29 g/ml) foram recolhidas
separadamente, dialisados contra tampdo Tris (Tris 20 mM, PMSF
10 mM, pH 7,5) e armazenados a -70°C. Pogcos de placas de
microtitulo (Immunolen II, Dynatech) foram revestidos com wvirides
de HPV-1 intactos ou fragmentados por SDS como previamente descrito
(Cowsert, L.M., Lake, P., e Jenson, A.B., J. Natl. Cancer 1Inst.
79:1053-1057 (1987)). As placas foram entdo lavadas com PBS
contendo 0,05% de Tween 20 (PBST). 0s pogos de microtitulo foram
adicionalmente incubados com PBS contendo 1% de albumina sérica
bovina (PBSA) durante 1 h a 37°C para evitar a ligagdo néo
especifica de proteina. As placas foram lavadas novamente com PBST
e incubadas primeiro com os anticorpos policlonais de coelho ou os
anticorpos monoclonais murinos, como anticorpo primdrio, e
subsequentemente com o anti-IgG de cabra apropriado conjugado com
fosfatase alcalina diluido 1:1000 em PBSA (Bio-Rad) durante 1 h a
37°C. Rpds varias lavagens, as placas de microtitulo foram
reveladas com substrato de fosfatase SIGMA 104 (Sigma) em tampdo de
dietanolamina (Voller, A., Bidwell, D., e Bartlett, A., em "Manual
of clinical immunology"™ (N. Rose e H. Freedman, Eds.), pp. 359-371.
Rmerican Society of Microbiology, Washington, DC (1980)) durante
30 min a 37°C. A absorvincia foi medida a 410 nm utilizando um
leitor Dynatech Micro-elisa.

"MzB45 & uma designacdo abreviada de MABDW45 (Yaegashi, N., Jenison,
S.A., Valentine, J.M., Dunn, M., Taichman, L.B., Baker, D.A., e
Galloway, D.A., J. Virol. 65:1578-1583 (1991)).
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O anticorpo monoclonal (MAB45) define um epitopo linear
na superficie do virido de HPV-1 (Yaegashi, N., Jenison, S.A.,
Valentine, J.M., Dunn, M., Taichman, L.B., Baker, D.A., e
Galloway, D.A., J. Virol. 65:1578-1583 (1991)) e foi obtido
através da generosidade do Dr. D.A. Baker (State University of
New York, Stony Brook). Os resultados de ELISA indicam que o
anti-soro R$7 é de facto especifico para epitopos
conformacionais na superficie do virido de HPV-1 pols reage
apenas com viri®es de HPV-1 intactos. Isto € igualmente
verdadeiro para os anticorpos monoclonais 334B6, 339B6, 405D5,
e D54G10. Por outro lado, o anti-soro R#3 e o MAB45 monoclonal
também reagem bem com viri&es desnaturados por  SDS,
demonstrando a sua reactividade com epitopos nao
conformacionais, lineares (Cowsert, L.M., Lake, P., e Jenson,
A.B., J. Natl. Cancer Inst. 79:1053- 1057 (1987)).

Para confirmar os resultados de ELISA apresentados na
Tabela IV, avalidmos também o0s mesmos anticorpos gquanto a
reactividade com virides de HPV-1 fragmentados, determinada
por Western blotting (Figura 1). Esta figura demonstra que
apenas ©0Ss anticorpos que reconheceram virides de HPV-I1
desnaturados por ELISA (R#3 e MAB45) apresentaram reactividade
significativa com proteinas de virides desnaturados por SDS
por imunotransferéncia. Contudo, os anticorpos apresentados na
Tabela IV que reconhecem apenas virides intactos (R#7, 334B6,
339B6, D54G10, e 405D5) nao exibiram, ou exibiram poucs,
reactividade por andlise de imunotransferéncia. Assim, duas
técnicas independentes verificam a especificidade dos
anticorpos anteriores para epitopos conformacionais e nao
conformacicnais no virido de HPV-1.

Numa tentativa de produzir proteina L1 isolada que
retinha epitopos de conformacdoc de virides criticos,
expressamos a proteina L1 de HPV-1 em células de mamifero. O
gene de L1 de HPV fci amplificado por PCR e clonado no vector
pPSVL como descrito na Figura 2 utilizando técnicas moleculares
padréo (Maniatis, T., Fritsch, E.F., e Sambrook, J., em
"Molecular cloning: A laboratory manual" Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1989)). O plasmideo
resultante, pSJl-L1, expressa o gene de L1 de HPV-1 a partir
de um promotor tardic de Sv40 forte. Em adigdo, o plasmideo
contém também a origem de replicagdo de SV40 e, guando
transfectado em células COS por precipitacdo com fosfato de
cdlcio (Graham, F.L., e van der Eb, A.J., Virology 52:456-467
(1973)), replica até um elevado ntmero de cédpias.
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As células COS foram primeiro avaliadas quanto a sintese
de proteina L1 por técnicas de imunoprecipitacdo utilizando os
anticorpos anteriores. A 48 h apds a transfecgdo, as células
COS foram marcadas com “°S-metionina (NEN, Mistura de marcacdo
de Proteinas com °°S Expressa) durante 4 h, lavadas com
tampdo, e solubilizadas em tampao RIPA (que contém uma mistura
de NP-40 a 1%, DOC e detergentes SDS a 0,1%). Os extractos
celulares foram entdo imunoprecipitados com o©0s anticorpos
indicados e analisados por electroforese em gel com SDS como
previamente descrito (Goldstein, D.J., e Schlegel, R., EMBO
9:137-146 (1990)). Os resultados na Figura 3 indicam qgue a
proteina L1 podia ser eficientemente precipitada por
anticorpos dependentes da conformacdo (tais como R#7, 334B6,
339B6, D54Gl0 e 405D5). Em adicado, a proteina L1 podia também
ser imunoprecipitada com anticorpos que reconhecem epitopos
ndao conformacicnais sobre a superficie dos virifes (R#3).
Estas constatacgdes indicam que a proteina L1 expressa em
células COS apresentava epitopos conformacionais observados
previamente apenas em virides intactos. E igualmente dbvio que
as condicdes de extraccao da Ll nao desnaturam
significativamente a proteina. Caracteristico da proteina Ll
isolada directamente de virides, a proteina L1 sintetizada
tinha aproximadamente 57 kD de comprimento (Doorbar, J., e
Gallimore, P.H. J. Virol. 61:2793-2799 (1987)). A retencao de
epitopos conformacionais em tampdo RIPA e a capacidade de
anticorpos dependentes da conformag¢ao reagirem com L1 indicam
que serd possivel a purificacgdo por afinidade da proteina L1 a
partir de células transfectadas.

As células COS foram também avaliadas quanto a sintese de
proteina L1 por microscopia de imunofluorescéncia (Figura 4).
As células, plagueadas em lamelas de vidro em meio de Eagles
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro de vitelo
fetal a 10%, foram transfectadas com 10 pg de ADN plasmidico,
submetidas a um choque de glicerol 48 h mais tarde, lavadas
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), e fixadas
durante 5 min em acetona fria. As células foram entdo feitas
reagir com diluig¢des apropriadas de anticorpo primdrio seguido
de IgG de cabra anti-coelho ou de cabra anti-ratinho conjugado
com fluoresceina. As incubag¢des com anticorpos primdrios e
secunddrios foram realizadas a temperatura ambiente durante
1 h. Subsequentemente a uma lavagem final com PBS, montaram-se
as lamelas em Elvanocl e observaram-se num microscépio de
fluorescéncia Olympus. A presenga de proteina L1 em nucleos
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celulares fol claramente discernivel em 5-10% das células
transfectadas 48 horas apds a transfeccdo, independentemente
do facto do anticorpo primdrio  reagir com epitopos
conformacionais e/ou ndo conformacionais. Todos o0s anticorpos
que foram capazes de imunoprecipitar a L1 foram também bem
sucedidos na  imunofluorescéncia. Tal como  previamente
mencionado, 0s anticorpos produzidos contra virides
fragmentadcs reconhecem tanto epitopos lineares de virides
interncs como externos e portanto sdo capazes de reagir com
particulas intactas (e.g., R#3). Contudo, estes anticorpos nao
reconhecem epitopos conformacionais e ndo sdo neutralizantes
(Ghim, S., Christensen, N.D., Kreider, J.W., e Jenson, A.B.,
Int., J. Cancer 49:285-289 (1991)). Assim, o padrdao de
coloragao obtido com anti-soros de coelho contra virides de

HPV-1 nativos (R#¥7) ou desnaturados (R#3) foil indistinguivel.
Estes resultados demonstram portanto, i1nequivocamente, que a
proteina L1 sintetizada nas células COS tinha uma conformacdo
similar a encontrada nos virides intactos. Em adicdo, a
proteina claramente translocou-se para o nucleo de uma maneira
normal (Zzhou, J., Doorbar, J., 8Sun, X.Y., Crawford, L.V.,
McLean, C.S., e Franzer, I.H., Virology 185:625-632 (1991)).

As constatag¢des anteriores sugerem que & proteina
principal da cdpside de HPV-1, guando expressa na auséncia de
outras proteinas virais, pode reproduzir/imitar precisamente a
antigenicidade de particulas virais intactas. Embora nao
possamos ter a certeza de que ndo estavam presentes particulas
virais montadas nas células COS transfectadas, ndo tivemos
sucessc na visualizacao destas estruturas por exame em
microscopla electrdnica nem de células transfectadas nem de
imunoprecipitados contendo proteina Ll (resultados ndo
apresentados) . Aparentemente, nao ¢& essencial haver formacgao
de particulas virais para reproduzir 0s epitopos
conformacionais virais caracteristicos.

Como os locais de neutralizacdo presentes em virides de
papilomavirus consistem predominantemente em epitopos
conformacionais, estd inferido nos nossos estudos que a
proteina L1 sintetizada em células COS pode servir com Sucesso
como vacina ou para a deteccdo e tipagem seroldgicas de
infecgbes por papilomavirus. Devido as semelhangas entre os
papilomavirus em relagdc a organizacgdo genética, a estrutura
dos viriBes e a sequéncia de amincdcidos das suas proteinas da
capside, ¢ também provédvel que as nossas constatagdes com a Ll
de HPV-1 tenham aplicagdo directa no estudo de outros HPV tais
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como HPV-16 e HPV-18 que ©possuem importantes papéis
contributivos para o desenvolvimento do carcinoma cervical.

TABELA V
VALORES DE ELISA A 25 MIN EM SUBSTRATO

Quatro coelhos foram inoculados com homogenatos de células COS
contendo L1 de BPV-1 intranuclear, conformacionalmente correcta.
Cada um de 4 coelhos recebeu homogenatos de 1xX10° células em
adjuvante completo de Freund no dia 0, e 1X10° células em adjuvante
incompleto de Freund nos dias 14 e 28, e foram depois sangrados no
dia 38. Os soros pré-sangria dos 4 coelhos eram negativos quanto a
reactividade com virides de BPV-1 intactos e desnaturados, por
ELISA. No dia 38, os coelhos #1 2, 3 e 4 foram testados quanto a
reactividade com particulas de BPV-1 intactas e fragmentadas apds
25 min. de incubacdo com substrato como mostrado na Tabela V.

TABELA V
1:50 1:100 1:500
0,445 0,266 0,014 BPV-1 intacto (I)
1. 0,042 0,028 0,001 BPV-1 fragmentado (F)

0,016 0,001 -0,002 Sol. salina tamponada
com fosfato (PBS)
0,332 0,210 0,011 (I)

2. 0,076 0,047 0,077 (F)
0,025 0,018 0,001 (PBS)
0,157 0,096 0,003 (I)

3. 0,027 0,016 -0,001 (F)

0,022 0,011 -0,001 (PBS)
0,275 0,159 0,011 (I)

4. 0,075 0,044 0,005 (F)
0,017 0,011 0,001 (PBS)
- - 0,022 (1)
*1H8 - - 0,880 (F)
- - <0,020 (PBS)
**virides de| - - >2,000 (I)
BPV-1 intactos| _ - 0,058 (F)
de coelho

- - <0, 020 (PBS3)

* o MAb 1H8 reconhece apenas BPV-1 fragmentado
** o Ab policlonal de coelho anti-BPV-1 intacto reconheceu apenas BPV-1
intacto

Lisboa, 2007/12/12
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REIVINDICACOES

1. Proteina L1 de papilomavirus (PV) humano produzida
recombinantemente, isclada, ou um seu fragmento, em que a
referida proteina, ou o seu fragmento, proporcionam 0s
epitopos conformacionals presentes em virides de papilomavirus
humano intactos, e reagem com anticorpos monoclonais que
reagem com virides de HPV intactos mas ndo reagem com virides
de HPV fragmentados, e em que a referida proteina, ou o seu
fragmento, sdo capazes de induzir anticorpos neutralizantes
contra virides de papilomavirus.

2. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com a
reivindicacdo 1, em que a referida proteina é proteina L1, ou
um seu fragmento, de um papilomavirus humano seleccionado do
grupo que consiste em HPV 1, 2, 3a, 4, 5, 6b, 7, 8, 9, 10,
11a, 12, 13, 16 e 18.

3. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com a
reivindicacgdo 2, em que o referido HPV é 16 ou 18.

4. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com a
reivindicacao 2, em que o referido HPV é 6b ou lla.

5. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 4, em que a referida proteina ou o seu
fragmentc sdao produzidos numa célula hospedeira eucariota.

6. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 4, em que a referida proteina ou o seu
fragmento sdo produzidos numa célula hospedeira de mamifero.

7. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com qualquer uma
das reivindicagBes 1 a 4, em que a referida proteina ou o seu
fragmento sdo produzidos num sistema de expressao de
baculovirus.

8. Proteina, ou seu fragmento, de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 4, em que a referida proteina ou o seu
fragmento sdo produzidos em células COS.
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9. Vacina para a prevencao de infeccdo por papilomavirus,
a referida vacina compreendendc pelo menos uma proteina L1 de
papilomavirus (PV) humano produzida recombinantemente ou um
seu fragmento, proteina ou seu fragmento esses que
proporcionam os epitopos conformacionais presentes em virides
de papilomavirus humano 1intactos e reagem com anticorpos
monoclonals que reagem com virides de HPV intactos mas nao
reagem com virides de HPV fragmentados, & em que a referida
proteina ou o seu fragmento sao capazes de induzir anticorpos
neutralizantes contra virides de papilomavirus.

10. Vacina de acordo com a reivindicacdo 9, em que a
referida proteina ou o seu fragmento sao produzidos num
sistema de expressdo de baculovirus.

11. Vacina de acordo com a reivindicacdo 9 ou a
reivindicacao 10, compreendendo adicionalmente um
transportador imunogénico.

12. Vacina de acordo com a reivindicacdo 11, em gque o
referido transportador é albumina sérica bovina ou hemocianina
de lapa.

13. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
9 a 12, em que o referido PV é seleccionado entre HPV 1, 2,
3a, 4, 5, 6b, 7, 8, 9, 10, 11a, 12, 13, 16 e 18.

14, Vacina de acordo com a reivindicagdo 13, em que a
referida vacina compreende proteina L1, ou um seu fragmento,
de HPV-16.

15. Vacina de acordo com a reivindicagao 13, em que a
referida wvacina compreende proteina L1, ou um seu fragmento,
de HPV-18.

16. Vacina de acordo com a reivindicacdo 13, em que a
referida vacina compreende proteina L1, ou um seu fragmento,
de HPV-16 e HPV-18.

17. Vacina de acordo com a reivindicacao 13, em que a
referida vacina compreende proteina L1, ou um seu fragmento,
de HPV-6b ou HPV-1la.
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18. Método para producdc da proteina recombinante ou o©
fragmento de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
compreendendo:

a transformagdo de uma célula hospedeira que é capaz de
expressar uma proteina L1 de papilomavirus ou um seu
fragmento antigénico numa conformacdo equivalente as das
proteinas L1 expressas na superficie de virides de

papilomavirus intactos; e

a cultura da referida c¢élula hospedeira sob condigdes
adequadas para a expressdo da referida proteina da cédpside
principal L1 ou seu fragmento antigénico.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 18, em que o

sistema de expressdo compreende um vector de baculovirus.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 19, em que a

célula hospedeira é uma célula hospedeira eucariota.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 19, em que a

célula hospedeira é uma célula de mamifero.

22, Método de acordo com a reivindicagdao 19, em que a

célula hospedeira é¢ uma célula COS.

Lisboa, 2007/12/12
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