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DESCRIPCION

Proteinas quiméricas L1 del virus del papiloma humano 16 que contienen un péptido L2, particulas tipo virus
preparadas a partir de estas proteinas y un método para preparar las particulas.

Antecedentes de la invencion

La invencion se relaciona con un método para preparar polipéptidos, y en particular particulas tipo virus (VLP) o
capsomeros del virus del papiloma humano.

Los virus del papiloma son un grupo de virus de ADN pequefio, que inducen verrugas y otras lesiones en una
variedad de vertebrados superiores incluidos los humanos.

Los virus del papiloma (PV) son miembros del género Papillomavirus, familia Papillomaviridae, y contienen
un genoma circular de ADN bicatenario con un tamafo tipico de 7.900 pares de bases (Seedorf y colaboradores,
1985). Todos los PV tienen una organizacién genémica similar, con una regién génica temprana que codifica proteinas
involucradas en la replicacion del ADN vy en la transformacion celular, y una region tardia que codifica las proteinas
de la capside viral (Figura 1). Una regién no codificadora conocida como la regién larga de control (LCR) contiene
elementos de control para transcripcion y replicacion.

Los virus del papiloma codifican dos proteinas virales estructurales, L.1 y L2. El virién contiene 360 moléculas L1
1 dispuestas como 72 capsomeros, cada uno de los cuales es un pentdimero compuesto de cinco moléculas L1 (Baker
y colaboradores, 1991). La proporcién de moléculas L1 a L2 ha sido estimada aproximadamente en 30:1 (Doobar
y colaboradores, 1987), lo que sugiere que cada viridon contendria aproximadamente doce moléculas L2. El mayor
nimero de moléculas L1 por virién ha conducido a denominar a L1 como a la proteina “principal” de la capside y a
denominar a L2 como a la proteina “secundaria” de la capside.

L1 de HPV-16 es codificada por un gen de 1.518 kb, dando lugar a una proteina de 504 aminoacidos. L1 1 tiene
un peso molecular de 55 a 58 kD (Browne y colaboradores, 1988). Los dominios de L1 probablemente median el
enlazamiento celular y contengan determinantes antigénicos que median las respuestas inmunes de las células T y del
anticuerpo al virus.

Entre los virus del papiloma humano genital (HPV) existen HPV de bajo riesgo (por ejemplo, HPV 6 y HPV 11)
que causan verrugas genitales y lesiones cervicales que usualmente retroceden o no progresan hasta malignidad, y
genotipos de alto riesgo (u oncogénicos) (por ejemplo, HPV 16 y HPV 18), que estan asociados en gran medida con
lesiones cervicales y carcinomas. Los HPV han sido considerados también como los agentes etioldgicos en varios
otros cdnceres anogenitales y del tracto aerodigestivo (Breitburd y colaboradores, 1999). Un cuerpo apremiante de
evidencia clinica, molecular, experimental y epidemioldgica ha establecido que ciertos tipos de HPV son la causa
principal del cancer cervical (Lowy y colaboradores, 1994; IARC, 1995).

HPV 16 estd presente en la mayoria de los casos del cincer cervical y tres tipos adicionales (HPV 18, 31 y 45)
estan presentes en aproximadamente un 30% adicional de los casos (IARC, 1999).

Aunque la incidencia del cancer cervical estd disminuyendo en los EU, es la neoplasia maligna mas frecuente en
mujeres en paises en desarrollo, con aproximadamente 500.000 nuevos casos diagnosticados cada afio.

Tradicionalmente, la mayoria de las vacunas profildcticas han consistido de virus vivos atenuados de virus inac-
tivados con formalina. Los viriones del virus de papiloma son altamente inmunogénicos, induciendo titulos altos (>
100.000) de anticuerpos de neutralizacién cuando se los inocula sist¢émicamente (Doretzky y colaboradores, 1980;
Kimbauer y colaboradores, 1991, 1992). Sin embargo, debido a las dificultades y a los riegos involucrados en la gene-
racion de grandes cantidades de estas vacunas tradicionales, se ha hecho un gran énfasis en el desarrollo de subunidades
de proteina viral o de vacunas de particulas tipo virus (VLP).

La mejor proteina candidata para una vacuna profilactica contra HPV es la proteina principal L1 de la cipside, que
se autoensambla en las VLP (Schiller y Lowy, 2001). Estas VLP estdn muy bien caracterizadas, y morfolégicamente
parecen indistinguibles de todos los viriones (Chen y colaboradores, 2001; Rose y colaboradores, 1993). La inyeccién
de las VLP en animales experimentales induce anticuerpos neutralizadores (Rose y colaboradores, 1998); los ensayos
preliminares en humanos de vacunas inyectadas de VLP han demostrado también que estas son bien toleradas y son al-
tamente inmunogénicas, y en el dltimo caso, estimularon respuestas robustas de células B y T (Evans y colaboradores,
2001; Harro y colaboradores, 2001).

Una vacuna profildctica barata ye efectiva contra tipos oncogénicos de los HPV mucotrépicos podria tener un
impacto potencial sobre el agobio del cancer en el mundo, especialmente contra HPV 16.

Un epitopo comun de neutralizacion para los HPV tipos 6 y 16 ha sido encontrado en la regiéon (aa) 108 - 120
de la proteina secundaria de la cépside del HPV 16, L2 (Kawana y colaboradores, 1998, 1999). Los ratones Balb/c
que fueron inmunizados en forma nasal con un péptido sintético correspondiente al epitopo produjeron una respuesta
inmune que resulté en anticuerpos IgA e IgG que reaccionan en forma cruzada con las cépsides L1/L2 del HPV 6,
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16 y 18 (Kawana y colaboradores, 2001). La inmunizacién de conejos con cualquiera de los dos péptidos que se
superponen derivados de la regién 94 - 122 de la secuencia L2 ya sea virus del papiloma oral de conejo (ROPV) o
virus del papiloma del conejo comiin (CRPV) dio como resultado sueros que reaccionaron con el andlogo purificado
L2, especificamente el L2 reconocido en células infectadas y en virus neutralizado in vitro. Los conejos inmunizados
con péptidos del CRPV fueron inmunes al reto del CRPV (Embers y colaboradores, 2002).

Los inventores decidieron por lo tanto investigar adicionalmente la presentacion de este epitopo L2 sobre las VLP
L1 quiméricas como vacuna por si mismas, y como modelo para la presentacién de otras secuencias de péptidos
inmunogénicos.

En relacién con el estado del arte, Miiller y colaboradores (1997, Virology, vol. 234 (1), paginas 93 - 111) describen
proteinas quiméricas L1 del HPV 16 que tienen insertada una secuencia E7 del HPV-16 ya sea en la posicién C-
terminal o en una posicién intermedia.

Ademds, Slupetzlay y colaboradores (2001, J. Gen. Virol, vol. 82, paginas 2799 - 2804) describen proteinas quimé-
ricas L1 del HPV-16 que tienen insertadas en diferentes bucles de la superficie de la capside al epitopo LELDKWAS
del péptido de la célula B de 8aa del gp41 del VIH-1.

Resumen de la invencion

De acuerdo con una primera modalidad de la invencidn, se provee un método parta producir un polipéptido L1
del virus de papiloma humano quimérico (HPV) que contiene un péptido L2 del HPV, comprendiendo el método las
etapas de:

introducir una secuencia de ADN que codifica para el péptido L2 en una secuencia de ADN que codifica para el
polipéptido L1;

introducir la secuencia de ADN que incluye las secuencias para el polipéptido L1 y el péptido L2 en una célula
huésped en la cual se puede expresar la secuencia de ADN;

causar la expresion de la secuencia de ADN; y

recuperar al polipéptido quimérico L1 resultante que incluye al péptido L2.

El polipéptido L1 del HPV y/o el péptido L2 del HPV pueden ser un polipéptido o péptido del HPV-16.

El péptido L2 del HPV puede tener la siguiente secuencia de aminodcidos: LVEETSFIDAGAP (SEQ ID NO: 1),
0 una secuencia que sea una modificacién o derivada de la misma, con la condicién de que la secuencia derivada o
modificada sea una secuencia que tenga al menos 80% de homologia con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 y que
codifique para un péptido que produzca una respuesta inmunogénica contra el HPV.

Uno o mas nucledtidos de la secuencia de ADN para L1 puede ser suprimida en el punto de introduccién de la
secuencia de ADN para L2, y tipicamente el niimero de nucleétidos suprimidos de la secuencia para L1 correspondera
con el nimero de nucledtidos insertados para L2.

La expresion de la proteina podria ser o bien en un sistema de expresion procariota o en uno eucariota.

Para el propdsito del método descrito, el polipéptido quimérico puede tener la secuencia de aminodcidos establecida
en cualquiera de las Figuras 6, 8, 10, 12y 14 (SEQ ID NOS: 5,7, 9, 11 y 13), o una secuencia que sea al menos 80%
homéloga con cualquiera de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 5, 7, 9, 11 y 13 y que es capaz de
producir una respuesta inmunogénica contra el HPV. Igualmente, en el método, la secuencia de ADN que codifica
para el polipéptido quimérico puede ser la secuencia de ADN establecida en cualquiera de las Figuras 5,7, 9, 11y
13 (SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10 y 12), o una secuencia que tiene al menos 80% de homologia con cualquiera de estas
secuencias y que codifica para un polipéptido capaz de producir una respuesta inmunogénica contra el HPV.

El polipéptido quimérico L1 puede ensamblarse dentro de las particulas tipo virus y/o los capsémeros. La particula
tipo virus o el capsémero pueden ser inmunogénicos.

De acuerdo a una segunda modalidad de la invencién, se provee una secuencia quimérica de ADN para el L1 del
HPV dentro de la cual ha sido insertada la secuencia de ADN que codifica para el anterior péptido L2 del HPV (SEQ
ID NO: 1), siendo la secuencia resultante de L1 del HPV, capaz de expresar al péptido L2 del HPV.

Se pueden suprimir uno o mds nucleétidos de la secuencia de ADN para L1 en el punto de introduccién de la
secuencia de ADN para L2, y tipicamente el niimero de nucleétidos suprimidos de la secuencia de L1 correspondera
con el nimero de nucledtidos insertados para L2.
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La secuencia quimérica de dcido nucleico puede ser una secuencia como la establecida en cualquiera de las Figuras
5,7,9, 11 y 13 o una secuencia de ADN que es una modificacién o derivada de la misma, con la condicién de que
la secuencia modificada o derivada de ADN tenga al menos una homologia del 80% con cualquiera de las secuencias
de las SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10y 12 y codifique para un péptido quimérico L1 que presenta un péptido L2 del HPV,
siendo el péptido quimérico L1 capaz de producir una respuesta inmunogénica contra HPV.

De acuerdo a una tercera modalidad de la invencidn, se provee un vector que incluye la secuencia de 4cido nucleico
descrita anteriormente.

De acuerdo a una cuarta modalidad de la invencidn, se provee una célula huésped que incluye al vector descrito
anteriormente.

De acuerdo ain con una modalidad adicional de la invencién, se provee un polipéptido quimérico L1 del HPV que
incluye al anterior péptido L2 del HPV (SEQ ID NO: 1).

El polipéptido quimérico puede ser una particula o capsémero quimérico tipo virus L1 del HPV.

De acuerdo a una modalidad adicional de la invencién, se provee un polipéptido del HPV que tiene la secuencia de
aminodcidos establecida en cualquiera de las Figuras 6, 8, 10, 12 y 14 (SEQ ID NOS: 5,7, 9, 11 y 13), o una secuencia
que es una modificacion o derivada de la misma, siendo la modificacién o la derivada una secuencia que es al menos
80% homodloga con cualquiera de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 5, 7,9, 11 y 13 y es un péptido
quimérico L1 que presenta un péptido L2 del HPV siendo el péptido quimérico L1 capaz de producir una respuesta
inmunogénica contra HPV.

De acuerdo a otra modalidad de la invencidn, se provee un método para producir un polipéptido quimérico L1 del
virus de papiloma humano (HPV) que contiene un péptido heter6logo, comprendiendo el método las etapas de:

introducir una secuencia de ADN que codifica para el péptido heter6logo en una secuencia de ADN que codifica
para el polipéptido L1 por medio del reemplazo de las posiciones de los nucledtidos 241-279, 391 - 429, 520-558,
1240 - 1278 6 1291 - 1329 con dichas secuencias de ADN que codifican para dicho péptido heter6logo;

introducir la secuencia de ADN que incluye las secuencias para el polipéptido L1 y el péptido heterélogo en una
célula huésped en la cual se puede expresar la secuencia de ADN;

provocar la expresion de la secuencia de ADN; y

recuperar al polipéptido quimérico resultante L1 que incluye al péptido heter6logo.

La secuencia del péptido heterélogo puede ser cualquier otra secuencia del HPV, o se puede derivar de cualquier
epitopo antigénico, célula B o célula T especifica.

Uno o mas nucledtidos de la secuencia de ADN para L1 en el punto de introduccién de la secuencia de ADN hete-
rélogo pueden ser suprimidos, y tipicamente el nimero de nucledtidos suprimidos de la secuencia de L1 correspondera
con el nimero de nucledtidos heterélogos insertados.

De acuerdo atin a una modalidad adicional de la invencidn, se provee una vacuna que incluye al polipéptido
quimérico L1 del HPV o una secuencia de ADN que codifica para el polipéptido, sustancialmente como se describié
anteriormente. La vacuna puede ser para tratamiento profildctico o terapéutico de la infeccién con el HPV, en particular
HPV 6, 16y 18.

Preferiblemente, la vacuna serd capaz de inducir una respuesta inmunogénica para HPV y para el péptido introdu-
cido en un huésped adecuado.

La vacuna puede incluir ademds un excipiente y/o adyuvante farmacéutico.

Descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra una representacion diagramatica de la organizacién genémica de HPV 16;
La Figura 2 muestra la estructura monomérica de L1 del HPV 16;

La Figura 3 muestra la secuencia de nucledtidos de la secuencia nativa del gen para L1 del HPV 16 dentro de la
cual se inserto el epitopo de L2 para producir los constructos quiméricos de las Figuras 5 a 14 (SEQ ID NO: 2);

La Figura 4 muestra la secuencia de aminodcidos de la Figura 3 (SEQ ID NO: 3);

La Figura 5 muestra la secuencia de nucledtidos del constructo quimérico A (SEQ ID NO: 4);
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La Figura 6 muestra la secuencia de aminodcidos del constructo quimérico A (SEQ ID NO: 5);
La Figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos del constructo quimérico C (SEQ ID NO: 6);
La Figura 8 muestra la secuencia de aminodcidos del constructo quimérico C (SEQ ID NO: 7);
La Figura 9 muestra la secuencia de nucleétidos del constructo quimérico E (SEQ ID NO: 8);

La Figura 10 muestra la secuencia de aminodcidos del constructo quimérico E (SEQ ID NO: 9);
La Figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos del constructo quimérico F (SEQ ID NO: 10);
La Figura 12 muestra la secuencia de aminodcidos del constructo quimérico F (SEQ ID NO: 11);
La Figura 13 muestra la secuencia de nucledtidos del constructo quimérico H (SEQ ID NO: 12);
La Figura 14 muestra la secuencia de aminodcidos del constructo quimérico H (SEQ ID NO: 13);
La Figura 15 muestra una representacion diagramdtica del constructo quimérico A;

La Figura 16 muestra una representacion diagramdtica del constructo quimérico C;

La Figura 17 muestra una representacion diagramatica del constructo quimérico E;

La Figura 18 muestra una representacion diagramatica del constructo quimérico F;

La Figura 19 muestra una representacion diagramatica del constructo quimérico H;

La Figura 20 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP quiméricas obtenidas del constructo A;

La Figura 21 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP quiméricas obtenidas del constructo C;

La Figura 22 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP quiméricas obtenidas del constructo E;

La Figura 23 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP quiméricas obtenidas del constructo F;

La Figura 24 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP quiméricas obtenidas del constructo H;

La Figura 25 muestra los datos obtenidos a partir de las titulaciones de punto final de ratones inoculados con las
VLP obtenidas de una L1 no quimérica del HPV 16 (SA-opt);

La Figura 26 muestra la respuesta de los ratones a los refuerzos después de la inmunizacién inicial;

La Figura 27 muestra la secuencia de nucleétidos del péptido L2 que fue insertado en la secuencia L1 (SEQ ID
NO: 14);y

La Figura 28 muestra la secuencia de aminoécidos del péptido L2 que fue insertado en la secuencia L1 (SEQ ID
NO: 1).
Descripcion detallada de una modalidad de la invencién
Diserio de constructos quiméricos
Se sintetizaron los iniciadores que codifican al péptido:
LVEETSFIDAGAP (SEQID NO: 1)

que es un epitopo comin de neutralizacién para HPV 6 y 16 en la regién (aa) 108 - 120 de la proteina secundaria
de la capside del HPV, L2.

De acuerdo con la estructura monomérica de L1 del HPV 16 publicada por Chen y colaboradores (2000) (Figura 2),
se exponen diferentes bucles y de regiones superficiales cuando se forman pentdmeros y estructuras de orden superior.
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Con base en el mapeo del epitopo del anticuerpo V5 (anticuerpo de neutralizacién erigido para L1), se selecciona-
ron diferentes regiones/bucles para la insercion del péptido L2 para mantener la regién de enlazamiento del anticuerpo
V5 delas VLP de L1.

Se ha mapeado la regién antigénica principal (regién de enlazamiento V5) de la molécula L1 con los residuos
aminodcidos A266, (estando localizado F50 debajo del residuo superficial V271) y S282 (Roden y colaboradores,
1996, White y colaboradores, 1999). Con base en estos residuos, los inventores decidieron no alterar el bucle B de la
molécula, ya que esto alteraria la region antigénica y posiblemente destruiria epitopos vitales de L1.

Las siguientes regiones de L1 fueron seleccionadas por lo tanto para insercién del péptido L2:
A: bucle E - F (SEQ ID NOS: 4y 5)
C: bucle D - E (SEQ ID NOS: 6y 7)
E: regién entre la hélice h4 y la regién J de L1 (SEQ ID NOS: 8y 9)
F: hélice h4 (SEQ ID NOS: 10y 11)
H:

bucle interno C - D (SEQ ID NOS: 12 y 13)

Sintesis de constructos quiméricos

Se prepararon los constructos quiméricos por medio de PCR siendo disefiados los iniciadores con el extremo 3’
que codifica para el péptido L2. Se utilizé6 como molde el gen SA-opt para L1 del HPV (Figuras 3 y 4) clonado en el
vector del pldsmido pSK. Se utiliz6 la siguiente secuencia de ADN para codificar al péptido L2:

5" - TTAGTGGAAGAAACTAGTTTTATTGATGCTGGTGCACCA - 3’ (SEQ ID NO: 14).

Se insert6 el péptido L2 en el gen por medio del reemplazo de las regiones mostradas en la Tabla 1. Este método de
reemplazo de los nucledtidos existentes, en lugar de limitarse a insertar los nucle6tidos para L2 dentro de la secuencia
de L1 sin ningln reemplazo, es conveniente porque las alteraciones de la estructura terciaria se mantienen en un
minimo, y la posibilidad de efectos estéricos o de interferencias con el enlazamiento del anticuerpo con secuencias
cercanas debido a “bucles” extra de péptidos se minimiza.

Se describe la posicién del epitopo insertado de L2 por los constructos quiméricos en las Figuras 15 a 19 respecti-
vamente.

Los genes quiméricos de los constructos secuenciados pSK fueron clonados dentro de un vector pFastbacl (sitio
Sal I/Xba I). Se utilizé el ADN de los clones de pFastbacl para transfectar las células DH10bac para preparar clones
bacmid.

Los constructos quiméricos se expresaron en células de insectos utilizando el sistema de expresion de baculovirus
Bac-to-Bac® (Life Technologies).

TABLA 1
Insercion del péptido L2

Constructo Posicién del Mostrado en la Posicién del Mostrado en
quimérico nucleétido del Figura No. aminoécido del | la Figura No.
péptido L2 (SEQ ID NO) péptido L2 (SEQ ID NO)
A 520-558 5@) 174 - 186 6 (5)
C 391 -429 7(6) 131-143 8(7)
E 1291 - 1329 9(8) 431 -443 10 (9)
F 1240 - 1278 11 (10) 414 - 426 12 (11)
H 241-279 13 (12) 81-93 14 (13)

El ADN de bacmid fue transferido dentro de células de insectos sf21 (Spodoptera frugiperda) utilizando Cellfectin.
Se sigui6 el protocolo bésico de Bac-to-Bac® para amplificar al virus recombinante e infectar las células de insecto
sf21 para expresion de las VLP quiméricas.
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Se sigui6 el protocolo basico de purificaciéon de VLP de L1 del HPV. Se hicieron girar las células infectadas de
insecto a 3.000 rpm y se las resuspendi6 en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) con NaCl 0,5 M. Se sonicé
la suspension 4 veces con intervalos de 5 segundos. Esta fue luego colocada sobre un cojin de sacarosa al 40% y se
precipité a 100.000 x g durante 3 horas. Se resuspendi6 el precipitado en amortiguador de CsCl (PBS con 0,4 g/ml
de CsCl) y se resuspendi6 preparando a través de agujas de calibre 18 y 26 para reducir la viscosidad antes de la
sonicacion (4 veces con intervalos de 5 segundos). Se centrifugé la suspensién a 100.000 x g a 10°C durante 24 horas.

No se observaron bandas distintas en los gradientes de CsCl. Se recogieron por lo tanto fracciones de 500 ul y
se las analizé por medio de ELISA utilizando anticuerpos monoclonales V5 y D9 (epitopo lineal) especificos para
conformacién. Se reunieron las fracciones que se encontré que reaccionaban con los anticuerpos V5 y/o D9 y se
dializé contra PBS a 4°C durante la noche.

Resultados

Las transferencias Western demostraron que un anticuerpo monoclonal L2 surgido contra el péptido en conejos
(obtenidos con el Dr. Neil Christensen del Jake Gittlen Cancer Research Institute, The Milton S. Hershey Medical
Centre, Hersey Pennsylvania, EUA) enlazado a las particulas quiméricas L1 (55 kD), mostrando que el epitopo L2 se
expresa por medio de los constructos quiméricos. La caracterizacion del anticuerpo de las VLP purificadas se llevo a
cabo por medio de ELISA utilizando un panel de anticuerpos suministrado por el Dr. Neil Christensen (Chistensen y
colaboradores, 1996, 2001). La Tabla 2 resume los datos.

TABLA 2

V5 {E70 ] U4 | 9A | D9 | 123 | L2

A + - + + + + +
C - - + + + + +
E + + + + + + +
F + + + + + + +
H - - - - + + +
SA-optL1 | + + + + - +

A continuacién se da una breve descripcion de los anticuerpos y sus regiones de enlazamiento en la Tabla 3.

V5 | Monoclonal, anticuerpo de conformacion especifica; siendo criticos aa 266 y 282

E70 | Monoclonal, anticuerpo de conformacién especifica; siendo criticos aa 50, 266 y 282

U4 | Monoclonal, anticuerpo de conformacién especifica

9A | Monoclonal, se enlaza a una region lineal en el drea aa 1 - 171

D9 | Monoclonal, se enlaza a la proteina desnaturalizada L1

123 | Monoclonal, se enlaza en laregién aa 11 - 130

L2 | Anticuerpo policlonal que se enlaza al epftopo de 1.2 (aa 108 - 120)

Microscopia electrénica de las particulas quiméricas

Los resultados por EM mostraron que las particulas formadas a partir de los constructos quiméricos no son idénticas
a aquellas producidas por el gen para L1 del HPV de tipo silvestre. Las particulas formadas estdn principalmente en
estado parcialmente roto o parcialmente disociado y generalmente se consideran que se aglutinan juntas.

Experimentacion en animales con antigeno quimérico

Se utilizaron seis grupos de 5 ratones Balb/c para la experimentacién en animales para determinar si la inocula-
cion con las VLP quiméricas produjo una respuesta inmune. Las VLP quiméricas producidas a partir de 5 constructos
quiméricos y las VLP producidas a partir de L1 no quimérica del HPV 16 (SA-opt) fueron inyectadas con una con-
centracion de 100 ug en dos sitios subcutdneos. Los animales fueron inoculados en las semanas 0, 2 y 4. Se tomaron
muestras de sangre y lavados vaginales en diferentes periodos de tiempo.
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Se reunieron los sueros de los ratones de cada grupo y se los analizé por medio de ELISA utilizando las VLP
producidas en células de insectos por baculovirus recombinantes. Se llevaron a cabo titulaciones de punto final para
cada grupo de ratones para determinar el grado de respuesta y producir una mejor reflexiéon de la respuesta (Figuras
20 a 26).

Los resultados indican que se logré una respuesta inmune mayor.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un polipéptido L1 quimérico del virus de papiloma humano (HPV) que contiene un
péptido L2 del HPV, preferiblemente un polipéptido o péptido del HPV-16, comprendiendo el método las etapas de:

introducir una secuencia de ADN que codifica para el péptido L2 en una secuencia de ADN que codifica para el
polipéptido L1;

introducir la secuencia de ADN que incluye las secuencias para el polipéptido L1 y el péptido L2 en una célula
huésped en la cual se puede expresar la secuencia de ADN;

causar la expresion de la secuencia de ADN, preferiblemente o bien en un sistema de expresioén de procariota o en
un sistema de expresion de eucariota; y

recuperar al polipéptido quimérico L1 resultante que incluye al péptido L2.

2. Un método de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde el péptido L2 del HPV tiene la siguiente secuencia de
aminodcidos: LVEETSFIDAGAP (SEQ ID NO: 1), o una secuencia que sea una modificacién o derivada de la misma,
con la condicién de que la secuencia derivada o modificada sea una secuencia que tenga al menos 80% de homologia
con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 y que codifique para un péptido capaz de producir una respuesta inmunogénica
contra el HPV.

3. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en donde se suprimen uno o mds nucledtidos
de la secuencia de ADN para L1 en el punto de introduccién de la secuencia de ADN para L2, y preferiblemente
el nimero de nucleétidos suprimido de la secuencia de ADN para L1 corresponde con el nimero de nucleétidos
insertados para L2.

4. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el polipéptido quimérico tiene una
secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las Figuras 6, 8, 10, 12y 14 (SEQ ID NOS: 5,7,9, 11y 13), 0
una secuencia que sea al menos 80% homoéloga con cualquiera de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 5,
7,9, 11y 13y que es capaz de producir una respuesta inmunogénica contra el HPV.

5. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la secuencia de ADN que codifica
para el polipéptido quimérico tiene una secuencia de ADN establecida en cualquiera de las Figuras 5, 7,9, 11 y 13
(SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10 y 12), o una secuencia que tiene al menos 80% de homologia con cualquiera de estas
secuencias y que codifica para un polipéptido capaz de producir una respuesta inmunogénica contra el HPV.

6. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido quimérico L1 es capaz
de ensamblarse dentro de las particulas tipo virus y/o los capsémeros, preferiblemente las particulas inmunogénicas
tipo virus o los capsémeros.

7. Una secuencia de ADN para L1 quimérico del virus de papiloma humano (HPV) dentro de la cual se ha insertado
una secuencia de ADN que codifica para un péptido L2 del HPV (SEQ ID NO: 1), que es capaz de expresar al péptido
L2 del HPV.

8. Una secuencia de ADN para L1 del HPV de acuerdo a la reivindicacién 7, en donde uno o mas nucleétidos
de la secuencia de ADN para L1 han sido suprimidos en el punto de introduccién de la secuencia de ADN para
L2, y preferiblemente el niimero de nucleétidos suprimidos de la secuencia para L7 corresponde con el nimero de
nucledtidos insertados para L2.

9. Una secuencia de ADN del virus de papiloma humano que tiene una secuencia de ADN establecida en cualquiera
de las Figuras 5, 7,9, 11 y 13 (SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10 y 12), o una secuencia de ADN que es una modificacién o
derivada de la misma, con la condicién de que la secuencia modificada o derivada de ADN tenga al menos 80% de
homologia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10 y 12 y que codifique para un péptido quimérico L1 que
presente un péptido L2 del HPYV, siendo el péptido quimérico L1 capaz de producir una respuesta inmunogénica contra
el HPV.

10. Un vector que incluye una secuencia de ADN como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

11. Una célula huésped que incluye un vector como el reivindicado en la reivindicacién 10.

12. Un polipéptido quimérico L1 del virus de papiloma humano (HPV), preferiblemente una particula quimérica
L1 tipo virus del HPV o capsémero, incluido un péptido que tiene la secuencia de aminodcidos: LVEETSFIDA GAP
(SEQ. ID NO: 1).

13. Un polipéptido del virus de papiloma humano (HPV) que tiene una secuencia de aminodcidos establecida en
cualquiera de las Figuras 6, 8, 10, 12y 14 (SEQ ID NOS: 5, 7,9, 11 y 13), o una secuencia que sea una modificacién

o derivada de la misma, con la condicién de que la secuencia de aminoédcidos modificada o derivada tenga al menos

11
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80% de homologa con cualquiera de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 5,7, 9, 11 y 13 y sea un péptido
quimérico L1 que presente un péptido L2 del HPV, siendo capaz el péptido quimérico L1 de producir una respuesta
inmunogénica contra el HPV.

14. Un método para producir un polipéptido quimérico L1 del virus de papiloma humano (HPV) que contiene un
péptido heterdlogo, comprendiendo el método las etapas de:

introducir una secuencia de ADN que codifica para el péptido heter6logo en una secuencia de ADN que codifica
para el polipéptido L1 por medio del reemplazo de las posiciones de los nucleétidos 241-279, 391 - 429, 520-558,
1240 - 1278 6 1291 - 1329 con dicha secuencia de ADN que codifica para dicho péptido heter6logo;

introducir la secuencia de ADN que incluye las secuencias para el polipéptido L1 y el péptido heter6logo en una
célula huésped en la cual se puede expresar la secuencia de ADN;

provocar la expresion de la secuencia de ADN; y
recuperar al polipéptido quimérico resultante L1 que incluye al péptido heter6logo.

15. Un método de acuerdo a la reivindicacién 14, en donde la secuencia heter6loga del péptido es cualquier otras
secuencia del HPV o se deriva de cualquier epitopo antigénico, célula B o célula T especifica.

16. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 14 6 15, en donde uno o mds nucleétidos de la
secuencia de ADN para L1 se suprimen en el punto de introduccién de la secuencia de ADN heter6logo, y prefe-
riblemente el nimero de nucleétidos suprimidos de la secuencia de L1 corresponde con el nimero de nucleétidos
heterélogos insertados.

17. Una vacuna que incluye un polipéptido quimérico L1 del virus del papiloma humano (HPV) como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones 12 y 13 o una secuencia de ADN como se describe en cualquiera de las reivindi-
caciones 7 a 9, preferiblemente para uso en el tratamiento terapéutico o profilactico de una infecciéon con HPV, y mas
preferiblemente para uso en el tratamiento de HPV 6, 16 6 18.

18. Una vacuna de acuerdo a la reivindicaciéon 17, que es capaz de inducir una respuesta inmunogénica para

HPV y/o para el péptido introducido en un huésped adecuado, y que comprende ademds un excipiente y/o adyuvante
farmacéutico.

12
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SEQ_Sa-11: 1518 pb

Composicién 486 A; 293 C; 287 G; 452 T: 0 OTRO
Porcentaje :©@ 32% A' 19% C: 19% &; 30X T; OXOTRO
Peso molecular (kDa): ssADN: 468.63  dsADN; 935.7
ORIGEN

ATGTCTCTTT GGCTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
GTTGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGL ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAMA AACCTAACAA TAACAAAATA
TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATYT ACCTGACCCC
'AATAAGTTTG GTTTTCCTGA CACCTCATTT TATAATCCAG ATACACAGCG GCTEGTTTGG
GCCTGTGTAG GTGTTGAGGT AGGLCHTGGT CAGUCATTAG GTGTGGGCAY TAGTGGCCAT
CCTTTATTAA ATAAATTGGA «TGACACAGAA AATGCTAGTG CTTATGCAGC AAATGCAGGT
GTGGATAATA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAAACAAA CACAATTGTG TYTAATTGGT
TGCAAACCAC CTATAGGGGA ACACTGGGGC AAAGGATCCC CATGTACCAA TGTTGCAGTA
AATCCAGGTG ATTGTCCACC ATTAGAGYTTA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
GTITGATACTG GCTTTGGTGL TATGGACTTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTT
CCACTGGATA TTTGTACATC TATTTGCAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGTCAGAA
CCATATGGCG ACAGCTTATT TTTTTATTTA CGGAGGGAAC AAATGTITGT TAGACATTTA
TTTAATAGGG CTGGTACTGT TGGTGAAAAT GTACCAGALG ATTTATACAT TAAMGGCTCT
GGGTCTACTG CAAATTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACLTAGTGG TTCTATGGIT
ACCTCTGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
AATGGCATTT GTTGGGGTAA CCAACTATTT GTTACTGTTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
AATATGYCAT TATGTGCTGC CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTY
AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGBAATAT GATTTACAGT YTATTTTTCA ACTGTGCAAA
ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTCCAL TATTTTGGAG
GACTGGAATT TTGGTCTACA ACCTCOCCCA GGAGGCACAC TAGAAGATAC TTATAGGTTT
GTMCATCC% AGGCAATTGC TTGTCAAAAA CATACACCTC CAGCACCTAA AGAAGATCCC

ACCAMAATTT
ACATTAGGAA AACGAAAAGC TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
AAAAAACGTA AGUTGTAA

Figura3 (SEQ1.D.NO:2)

Traduccién de $a-11(1-1518)

momaemmoéddos §P M =56196

ORIGEN

MSLWLPSEAT VYLPPVPVSK VVSTDEYVAR TNIYYHAGTS RLLAVGHPYF PIKKPNNNKI
LYPKVSGLQY RVFRIHLPDP NKFGFPOTSF YNPDTQRLVWW ACYGVEVGRG QPLGVGISGH
PLLNKLDDTE NASAYAANAG VDNRECISMD YKQTQLOLIG CKPPIGEHWG KGSPCTNVAV
NPGDCPPLEL INTVIQDGDM VOTGFGAMDF TTLQANKSEV PLDICTSICK YPDYIKMVSE
PYGDSLFFYL RREQMFVRHL FNRAGAVGEN VPOOLYIKGS GSTANLASSN YFPTRSGSMV
TSDAQIFNKP YWLQRAQGHM NGICWGNQLF VTVVDTTRST MMSLCAAIST SETTYKNINF

KEYLRHGEEY OLQFIFQLCK ITLTADWMTY IHSMNSTILE DWMNFGLQPPP GGTLEDTYRE
VTSQAIACOK

HTPPAPKEDP LKKYTFWEVN LKEXFSADLD QFPLGRIFLL QAGLKAKPKF

TULGKRKATFY TSSTSTTAKR KKRKL®

Figurad (SEQI.D.NO:3)
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SEQ Sa-Aopt: 1518 pb;
Composicién 486 A; 289 C; 289 G; 454 T; 0 OTRO
Porcentaje: 328 A; 19% C; 19% 6; 30X T; OXOTRO

Peso Molecular (kDa): ssADN : 468.74  dsADN: 935.7
ORIGEN

1
61

ATGTCTCTTT GGCTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
GITGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGC ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAAA AACCTAACAA TAACAAAATA
TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATTY ACCYGACCCC
AATAAGTTTG GTTTTCCTGA CACCTCATTT TATAATCCAG ATACACAGCG GCTGGTTTGG
GCCTGTGYAG GTGTTGAGGT AGGCCGTGRT CAGCCATTAG GTGTGGGCAT TAGTGGCCAT
CCTTTATTAA ATAAATTGGA TGACACAGAA AATGCTAGTG CTTATGLAGE AAATGCAGGT
GVGGATAATA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAACAAA CACAATTGTG TTTAATTGGT
TGCAAACCAC CTATAGGGGA ACACTGGGGC AAAGGATCCT TAGTGGAAGA AACTAGTITT
ATTGATGCTG GTGCACCACC ATTAGAGITA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
GVTTGATACTG GCTTTGGTGC TATGGACYTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTY
CCACTGGATA TTTGTACATC TATTTGCAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGTCAGAA
CCATATGGCG ACAGCTTATT TITTTATTTA CGGAGGGAAC AAATGTTTGT TAGACATTTA
TTTAATAGGE CTGGTACTGT TGGTGAAAAT GTACCAGACG ATTTATACAT TAAAGGCTCT
GOGTCYACTG CAMTTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACCTAGTGS TTCTIATGGTT
ACCTCTGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
AATGGCATTT GETTGGGETAA CCAACTATTT GITACTGTTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
AATATGTCAT TATGTGCTGE CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTT
AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGGAATAT GATTTACAGT TTATTTTITCA ACTGTGCAAA
ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTOCAC TATTITGGAG
GACTGGAATT TTGGTCTACA ACCTCCCCCA GRAGGCACAC TAGAAGATAC TTATAGGTTT
GTAACATCCC AGGCAATTGC TTGTCAAAAA CATACACCTC CAGCACCTAA AGAAGATCCC
CTTAAMAAT ACACTTTITG GGAAGTAAAT TTAAAGGAAA AGTTTTCTEC AGACCTAGAT
CAGTTTCCTT TAGGACGCAA ATTTTTACTA CAAGCAGGAT TGAAGGCCAA ACCAMAATTT
ACATTAGGAA AACGAAMAGC TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
ARAAACGTA AGCTGTAA

Figura § (SEQLD. NO: 4)

Teaduccion de Chia(1-1518)

Codigo universal

Numero total de aminokcidos ¢ 503, PM=56288

Max ORF: 1-1515, 50§ M. PM-55288

ORIGEN

1 MSLWLPSEAT VYLPPVPYVSK WSTDEYVAR TNIYYHAGTS RLLAVGHPYF PIKKPNNNKT
61 LVPKYSGLQY RVFRINLPDP NKFGFPDTSF YNPDTQRLVW ACQVGVEVGRG QPLGVGISGH
121 PLINKLDOTE NASAYAANAG VONRECISMD YXQTQLCLIG (XPPIGEHWG KGSLVEETSF
181 IDAGAPPLEL INTVIQDGDM VOTGFGAMOF TTLOANXSEV PLDICTSICK YPDYIKMVSE
241 PYGDSLFFYL RREQMFYRHL FNRAGTVGEN VPODLYIKGS GSTANLASSN YFPTPSGSMYV
301 TODAQIFNKP YWLORAQGHN NGICWGNQLF VTWOUTTRST NMSLCAAIST SETTYKNINE
361 KEVLRHGEEY DLQFIFQLCK ITLTADVMIY THSMNSTILE DWNFGLQPPP GGTLEDTYRE
421 VISQATACQK HTPPAPKEDP LXKYTFWEVN LKEXFSADLD QFPLGRKFLL QAGLKAXPKE
481 TLGKRKATPT TSSTSTTAKR KKRKL*

Figura 6 (SEQ LD, NO: 5)
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SEQ Sa-Copt: 1518 pb;
Composicién 485 A; 293 C; 286 G; 454 T; 0 OTRO
Porcentaje: 3% A} 19% C; 19X G; 30X T; OXOTRO

Peso Molecalar (kDa): ssADN: 468.59  dsADN: 935.7

ORIGEN

ATGTCTCTTT GGLTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
GTTGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGC ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAAA AACCTAACAA TAACAAAATA
TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATTT ACCTGACCCC
AATAAGTTTG GTTTTCCTGA CACCTCATTT TATAATCCAG ATACACAGLG GCTGGITTGG
GCCTGTGTAG GTGTTGAGGT AGGCCGTGGT CAGCCATTAG GTGTGGGCAT TAGYGGCCAT
CCTTTATTAA ATAAATTGGA TGACACAGAA TTAGIGGAAG AAACTAGTTT TATTGATGCT
GGTGCACCAA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAAACAAA CACAATTGTG TTTAATTGGT
TGCAAACCAC CTATAGGGGA ACACTGGGGC AAAGGATCCC CATGTACCAA TGTTGCAGTA
AATCCAGGTG ATTGTCCACC ATTAGAGTTA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
GTTGATACTG GCTTTGGTGC TATGGACTTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTT
CCACTGGATA TTTGTACATC TATTTGLAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGICAGAA
CCATATGGCG ACAGCTTATT TYTTTATTTA CGGAGGGAAC AMATGITIGT TAGACATTTA
TTTAATAGGG CTGGTACTGT TGGTGAAAAT GTACCAGALG ATTTATACAT TAAAGGCTCT
GGGTCTACTG CAMTTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACCTAGTGG TTCTATGGTT
ACCTCTGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
AATGGCATTT GYTGGGGTAA CCAACTATTT GTTACTGYTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
AATATGTCAT TATGTGCTGC CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTT
AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGGAATAT GATTYACAGT TTATTTTTCA ACTGTGCAAA
ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTCCAC TATTTTGGAG
GACTGGAATT TTGGTCTACA ACCTCCCCCA GGAGGCACAL TAGAAGATAC TTATAGGTTT
GTAACATCCC AGGCAATTGC TTGYCAAAAA CATACACCTC CAGCACCTAA AGAAGATCCC
CTTAAAAAAT ACACTTTTTG GGAAGTAAAT TTAAAGGAAA AGTTTTCTGC AGACCTAGAT
CAGTTTCCTT TAGGACGCAA ATTTTTACTA CAAGCAGGAT TGAAGGOCAA ACCAAAATTT
ACATTAGGAA AACGAAAAGL TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
AAMAAACGTA AGCTGTAA

Figura7 (SEQLD.NO: 6)

Traduccién de 1€(1-1518
chic( )/

Cédigo

Nimero total de aminoiicddos  ; 505, PM=56337

Max ORF: 1-1515, SO5 AA, P

ORIGEN
1

61

121
181
241
301
361
421
481

M=$6337

MSLWLPSEAT VYLPPVPYSK VVSTDEYVAR TNIYYHAGYS RLLAVGHPYF PIKKPNNNKI
LVYPKVSGLQY RVFRIHLPOP NKFGFPDTSF YNPOTQRLVW ACVGVEVGRG QPLGVYGISGH
PLLNKLDDTE LVEETSFIDA GAPRECISMD YXQTQLOLIG CKPPIGEHWG KGSPCTNVAY
NPGDCPPLEL INTVIQDGDM VOTGFGAMDF TTLQANKSEV PLDICTSICK YPDYIKMVSE
PYGDSLFFYL RREQMFVRHL FNRAGTVGEN YPDDLYIKGS GSTANLASSN YFPTPSGSMV
TSDAQIFNKP YWLOQRAQGHN NGICWGNQLF VIYVDTTRST NMSLCAAIST SETTYKNTNF
KEYLRHGEEY DLQFIFQLCK ITLTADVMTY IHSMNSTILE OWNFGLQPPP GGTLEDTYRF
VTSQATACQK HTPPAPKEDP LKKYTFWEVN LXEKFSADLD QFPLGRKFLL QAGLKAKPKF

TLGKRKATPT TSSTSTTAKR KKRKLY

Figura8 (SEQLD.NO:7)
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SEQ Sa-eopt: 1518 pb;
Composicion 480 A' 285 C; 294 G; 459 T; 0 OTRO
Porcentaje: 32% A; 19% C; 19% 'G; 30% T; O%OTRO

Peso Molecular (kDa): ssADN: 468.87  dsADN: 935.7

ORIGEN

1 ATGTCTCTTT GGCTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
61 GTTGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGC ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
121 AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAAA AACCTAACAA TAACAAAATA
181 TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATTT ACCTGACCCC
241 AATAAGTTTG GTTTTCCTGA CACCTCATTT TATAATCCAG ATACACAGCG GCTGGTTTGG
301  GCCTGTGTAG GTGTTGAGGT AGGCCGTGGT CAGCCATTAG GTGTGGGCAT TAGTGGCCAT
361 CCTTTATTAA ATAAATTGGA TGACACAGAA AATGCTAGTG CTTATGCAGC AAATGCAGGT
421 GTGGATAATA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAAACAAA CACAATTGTG TTTAATTGGT
481 TGCAAACCAC CTATAGGGGA ACACTGGGGC AAAGGATCCC CATGTACCAA TGTTGCAGTA
541 AATCCAGGTG ATTGTCCACC ATTAGAGTTA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
601 ' GTTGATACTG GCTTTGGTGC TATGGACTTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTT
661 CCACTGGATA TTTGTACATC TATTTGCAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGTCAGAA
721 CCATATGGCG ACAGCTTATT TTTTTATTTA CGGAGGGAAC AAATGTTTGT TAGACATTTA
781 TTTAATAGGG CTGGTACTGT TGGTGAAAAT GTACCAGACG ATTTATACAT TAAAGGCTCT
841 GGGTCTACTG CAAATTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACCTAGTGG TTCTATGGTT
901 ACCYCYGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
961 AATGGCATTT GTTGGGGTAA CCAACTATTT GTTACTGTTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
1021  AATATGTCAT TATGTGCTGC CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTT
1081 AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGGAATAT GATTTACAGT TTATTTTTCA ACTGTGCAAA
1141 ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTCCAC TATTTTGGAG
1201 GACTGGAATT TTGGYTCTACA ACCTCCCCCA GGAGGCACAC TAGAAGATAC TTATAGGTTT
1261 GTAACATCCC AGGCAATTGC TTGTCAAAAA TTAGTGGAAG AAACTAGTTT TATTGATGCT
1321 GGTGCACCAT ACACTTTYTG GGAAGTAAAT TTAAAGGAAA AGTTTTCTGC AGACCTAGAT
1381 CAGTITCCIT TAGGACGCAA ATTTTTACTA CAAGCAGGAT TGAAGGCCAA ACCAAAATTT
1441 ACATTAGGAA AACGAMAGC TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
1501 AAAAAACGTA AGCTGTAA

Figura 9 (SEQI.D. NO: 8)

Traduccion de chie(1-1518)

Codigo universal

Nimero total de aminoacidos: 505, PM=:6117

Max ORF: 1-1515, 505 AA, PM—56117

ORIGEN

1 MSLWLPSEAT VYLPPVPYSK VVSTDEYVAR TNIYYHAGTS RLLAVGHPYF PIKKPNNNKX
61 LVPKVSGLQY RVFRIHLPDP NKFGFPDTSF YNPDTQRLVW ACVGVEVGRG QPLGVGISGH
121 PLLNKLDDTE NASAYAANAG VDNRECISMD YKQTQLCLIG CKPPYGEHWG KGSPCTNVAV
181 NPGDCPPLEL INTVIQDGDM VDTGFGAMDF TTLQANKSEV PLDICTSICX YPDYIKMYSE
241 PYGDSLFFYL RREQMFVRHL FNRAGTVGEN VPDOLYIKGS GSTANLASSN YFPTPSGSMV
301 TSDAQIFNKP YWLQRAQGHN NGICWGNQLF VTVVDTTRST NMSLCAAIST SETTYKNINF
361 KEYLRHGEEY DLQFIFQLCK ITLTADVMTY IHSMNSTILE DWNFGLQPPP GGTLEDTYRF
421 VTSQAYACQK LVEETSFIDA GAPYTFWEVN LKEKFSADLD QFPLGRKFLL QAGLKAKPKF
481 TLGKRKATPT TSSTSTTAKR KKRKL*

Figura 10 (SEQ L.D. NO: 9)
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SEQ Sa-Fopt: 1518 pb;

Composicion 484 A; 291 C; 290 ‘G; 453 T; 0 OTRO
Porcentaje: 32% A; 19X C; 19X G; 30X T; O%OTRO
Peso Molecular (kDa): ssADN: 468.71 dsADN: 935.7
ORIGEN
1 ATGTCTCTTT GGCTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
61 GTTGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGC ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
121 AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAAA AACCTAACAA TAACAAAATA
181 TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATTT ACCTGACCCC
241 AATAAGTTTG GTYTTCCTGA CACCTCATTT TATAATCCAG ATACACAGCG GCTGGTTTGG
301 GCCTGTGTAG GTGTTGAGGT AGGCCGTGGT CAGCCATTAG GTGTGGGCAT TAGTGGCCAT
361 CCTTTATTAA ATAAATTGGA TGACACAGAA AATGCTAGTG CTTATGCAGC AAATGCAGGT
421 GTGGATAATA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAAACAAA CACAATTGTG TTTAATTGGT
481 TGCAAACCAC CTATAGGGGA ACACTGGGGC AAAGGATCCC CATGTACCAA TGTTGCAGTA
541 AATCCAGGTG ATTGTCCACC ATTAGAGITA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
601 GTTGATACTG GCYTTGGTGC TATGGACTTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTT
661 CCACTGGATA TVYVTGTACATC TATTTGCAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGTCAGAA
721 CCATATGGCG ACAGCTTATT TTTTTATTTA CGGAGGGAAC AAATGTTTGT TAGACATTTA
781 TFTAATAGGG CTGGTACTGY TGGTGAAAAT GTACCAGACG ATTTATACAT TAAAGGCTCT
841 GGGTCTACTG CAAMATTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACCTAGTGG TTCTATGGTT
901 ACCTCTGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
961 AATGGCATTT GITGGGGTAA CCAACTATTT GTTACTGTTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
102}  AATATGTCAT TATGTGCTGC CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTT
1081 AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGGAATAT GATTTACAGT TTATTTITCA ACTGTGCAAA
1141 ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTCCAC TATTITGGAG
1201 GACTGGAATT TTGGTCTACA ACCTCCCCCA GGAGGCACAT TAGTGGAAGA AACTAGTTIT
1261 ATTGATGCTG GVGCACCAGC TTGTCAAAAA CATACACCTC CAGCACCTAA AGAAGATCCC
1321 CTTAAAAAAT ACACTTTTITG GGAAGTAAAT TTAAAGGAAA AGTTTTCYGC AGACCTAGAT
1381 CAGTTTCCTT TAGGACGCAA ATTTTTACTA CAAGCAGGAT TGAAGGCCAA ACCAAAATTT
1441 ACATTAGGAA AACGAAAGC TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
1501  AAAAAACGTA AGCTGTAA

Figura 11 (SEQ.D. NO: 10)
Traduccion de chiF(1-1518)
Codigo universal .
Numero total de amincicidos & 505, PM=56032
Max ORF: 1-1515, 505 AA, PM=66032
ORIGEN
1 MSLWLPSEAT VYLPPVPVSK VVSTDEYVAR TNIYYHAGTS RLLAVGHPYF PIXKKPNNNKI
61 LVPKVSGLQY RYFRIHLPDP NKFGFPDTSF YNPDTQRLWW ACVGVEVGRG QPLGYGISGH
121 PLLNKLDOTE NASAYAANAG VONRECISMD YKQTQLCLIG CKPPIGEHWG KGSPCTNVAV
181 NPGDCPPLEL INTVIQDGDM VOTGFGAMDF TTLQANKSEV PLDICTSICK YPOYIKMVSE
241 PYGDSLFFYL RREQMFVRHL FNRAGTVGEN VPDDLYIKGS GSTANLASSN YFPTPSGSMV
301 TSDAQIFNKP YWLQRAQGHN NGICWGNQLF VTYVDTTRST NMSLCAAIST SETTYKNTNF
361 KEYLRHGEEY DLQFIFQLCK ITLTADVMTY IHSMNSTILE DWNFGLQPPP GGTLVEETSF
‘421 IDAGAPACQK HTPPAPKEDP LKKYTFWEVN LKEXFSADLD QFPLGRKFLL QAGLKAKPKF
481 TLGKRKATPT TSSTSTTAKR KKRKL®*

Figura 12 (SEQ1.D.NO: 11)
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SEQ Sa-hopt: 1518 pb;
Composicion 486 A; 290 C; 293 G; 449 T; 0 OTRO
Porcentaje: 32% A; 19% C; 19% G; 30% T, O%OTRO

Peso Molecular (kpa): ssADN: 468.82 dsADN: 935.7

ORIGEN

1 ATGTCTCTTT GGCTGCCTAG TGAGGCCACT GTCTACTTGC CTCCTGTCCC AGTATCTAAG
61 GTTGTAAGCA CGGATGAATA TGTTGCACGC ACAAACATAT ATTATCATGC AGGGACATCC
121 AGACTACTTG CAGTTGGACA TCCCTATTTT CCTATTAAAA AACCTAACAA TAACAAAATA
181 TTAGTTCCTA AAGTATCAGG ATTACAATAC AGGGTATTTA GAATACATTTF ACCTGACCCC
241 TTAGTGGAAG AAACTAGTTT TATTGATGCT GGTGCACCAG ATACACAGCG GCTGGTTTGG
301 GCCTGTGTAG GTGTTGAGGT AGGCCGTGGT CAGCCATTAG GYGTGGGCAT TAGITGGCCAT
361 CCTTTATTAA ATAAATTGGA TGACACAGAA AATGCTAGTG CTTATGCAGC AAATGCAGGT
421 GTGGATAATA GAGAATGTAT ATCTATGGAT TACAAACAAA CACAATTGTG TTTAATTGGT
481 TGCAAACCAC CTATAGGGGA .ACACTGGGGC AAAGGATCCC CATGTACCAA TGTTGCAGTA
541 AATCCAGGTG ATTGTCCACC ATTAGAGTTA ATAAACACAG TTATTCAGGA TGGTGATATG
601 GTTGATACTG GCYTYGGTGC TATGGACTTT ACTACATTAC AGGCTAACAA AAGTGAAGTT
661 CCACTGGATA TTTGTACATC TATTTGCAAA TATCCAGATT ATATTAAAAT GGTGTCAGAA
721 CCATATGGCG ACAGCTTATT TTTTTATTTA CGGAGGGAAC AAATGTTTGT TAGACATTTA
781 TTTAATAGGG. CTGGTACTGT TGGTGAAAAT GTACCAGACG ATTTATACAT TAAAGGCTCT
841 GGGTCTACTG CAAATTTAGC CAGTTCAAAT TATTTTCCTA CACCTAGTGG TTCTATGGTT
901 ACCTCTGATG CCCAAATATT CAATAAACCT TATTGGTTAC AACGAGCACA GGGCCACAAT
961 AATGGCATYT GTTGGGGTAA CCAACTATTT GTTACTGTTG TTGATACTAC ACGCAGTACA
1021  AATATGTCAT TATGTGCTGC CATATCTACT TCAGAAACTA CATATAAAAA TACTAACTTT
1081 AAGGAGTACC TACGACATGG GGAGGAATAT GATTTACAGT TTATTTTTCA ACTGTGCAAA
1141  ATAACCTTAA CTGCAGACGT TATGACATAC ATACATTCTA TGAATTCCAC TATTTTGGAG
1201 GACTGGAATT TTGGTCTACA ACCTCCCCCA GGAGGCACAC TAGAAGATAC TTATAGGTTT
1261 GTAACATCCC AGGCAATTGC TTGTCAAAAA CATACACCTC CAGCACCTAA AGAAGATCCC
1321 CTTAAAAAAT ACACTTTTTG GGAAGTAAAT TTAAAGGAAA AGTTTTCTGC AGACCTAGAT
1381 CAGITTCCTT TAGGACGCAA ATTTTTACTA CAAGCAGGAT TGAAGGCCAA ACCAAAATITT
1441 ACATTAGGAA AACGAAAAGC TACACCCACC ACCTCATCTA CCTCTACAAC TGCTAAACGC
1501  AAAAAACGTA AGCTGTAA

Figura 13 (SEQLD. NO: 12)

Traduccién de ¢hiH(1-1518)

Cadigo universal

Nimero total de aminoacidos : 505, PM=56041
Max ORF: 1-151S5, SUS AA, PM=56041

ORIGEN

1 MSLWLPSEAT VYLPPVPVSK VVSTDEYVAR TNIYYHAGTS RLLAVGHPYF PIKKPNNNKI
61 LVPKVSGLQY RVFRIMLPDP LVEETSFIDA GAPDTQRLVW ACVGVEVGRG QPLGVGISGH
121 PLLNKLDDTE NASAYAANAG VDNRECISMD YKQTQLCLIG CKPPIGEHWG KGSPCINVAV
181 NPGDCPPLEL INTVIQDGDM VDTGFGAMDF TTLQANKSEV PLDICTSICK YPDYIKMVSE
241 PYGDSLFFYL RREQMFVRHL FNRAGTVGEN VPDDLYIKGS GSTANLASSN YFPTPSGSMV
301 TSDAQIFNKP YWLQRAGGHN NGICWGNQLF VTVVOTTRST NMSLCAAIST SETTYKNTNF
361 KEYLRHGEEY DLQFIFQLCK ITLTADVMTY IHSMNSTILE DWNFGLQPPP GGTLEDTYRF
421 VTSQATACQK HTPPAPKEDP LKKYTFWEVN LKEKFSADLD QFPLGRKFLL QAGLKAKPKF
481 TLGKRKATPT TSSTSTTAKR KKRKL*

Figura 14 (SEQI.D. NO: 13)
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Abs en suero paraHPV16 VLP -L1 -Chi A
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Figura 20

Abs en suero para HPVI8 VLP -L1-ChiIC
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Abs en suero para HPVI6VLP -L1-ChiF
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Andlsls de faundsaciens quimiricas (dilackin on suero 1:400)

[Tt w G et weGont el voetigtl |

Figura 26

TTAGTGGAAG AAACTAGTTT TATTGATGCT GGTGCACCA

Figura 27 (SEQ LD. NO: 14)

LVEETSFIDA GAP

Figura 28 (SEQLD.NO: 1)
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