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Resumo 

 

 

Os papilomavírus são conhecidos por causarem lesões em tecidos epiteliais em 
uma variedade de animais. Em bovinos, as doenças associadas ao papilomavírus 
bovino (BPV) geram perdas econômicas para os criadores. Até agora não existem 
vacinas ou tratamentos eficazes contra BPV. Esse trabalho teve como objetivo 
desenvolver estratégias vacinais contra doenças associadas ao BPV. Para a 
produção de vacinas de subunidade, a levedura Pichia pastoris tem sido utilizada 
com sucesso para a produção de várias proteínas recombinantes. Os genes L1 
de BPV1, 2 e 4 foram clonados em vetor de expressão, sob regulação do 
promotor induzível por metanol AOX1. Os recombinantes produziram proteína 
viral, mas em níveis baixos. Para aumentar a produção, foi utilizada a estratégia 
de otimização dos códons aliada ao uso de bioreator. Alem disso, o gene L1 de 
BPV1 foi clonado em vetor não comercial, sob controle do promotor constitutivo 
PGK1. A proteína L1 foi detectada por imunoblot no sobrenadante da cultura dos 
recombinantes. Como abordagem terapêutica, a imunização genética tem sido 
empregada com alguns produtos disponíveis no mercado. Os genes L2 e E5 de 
BPV1 foram clonados em vetor de expressão pCI-neo e as construções foram 
utilizadas para transfectar células HEK293. A expressão gênica foi detectada por 
RT-PCR e a produção das proteínas virais foi confirmada por Western blot. O 
presente estudo apresenta resultados promissores para o desenvolvimento de 
uma plataforma vacinal contra infecções pelo BPV. 
 

 

Palavras-chave: Papilomavírus bovino; Pichia pastoris; imunização genética.  
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Abstract 

 

 

Papillomaviruses are known to cause lesions to the epithelial tissues in a variety of 
animals. In cattle, bovine papillomavirus (BPV) generate major economic losses in 
livestock. Currently, there are no standard diagnostic tests or prophylactic 
vaccines against BPV. This study aimed to develop vaccine strategies against 
diseases associated with BPV. For the production of subunit vaccines, the yeast 
Pichia pastoris has been used successfully for the production of various 
recombinant proteins. The L1 gene of BPV1, 2 and 4 were cloned into expression 
vector, under the control of the methanol-inducible AOX1 promoter. The yeast 
clones produced viral proteins, but at low levels. To increase heterologous L1 
protein levels, a codon optimization strategy was used for production under 
bioreactor conditions. Moreover, BPV1 L1 gene was cloned into noncommercial 
vector under control of constitutive PGK1 promoter. The L1 protein was detected 
by immunoblot in the culture supernatant of recombinants. As a therapeutic 
approach, genetic immunization has been used with some products available on 
the market. BPV1 L2 and E5 genes were cloned into the expression vector pCI-
neo and the constructs were used to transfect HEK293 cells. Gene expression 
was detected by RT-PCR and production of viral proteins was confirmed by 
Western blot. The present study shows promising results for the development of a 
vaccine against infections platform BPV. 
 

Key words: Bovine papillomavirus; Pichia pastoris; Genetic immunization. 
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1. Introdução 

 

Infecções por papilomavírus têm sido amplamente caracterizadas e 

descritas nos últimos anos. Esta família de vírus constitui um grupo de pequenos 

vírus de DNA caracterizados por induzir a formação de verrugas ou papilomas 

numa grande variedade de organismos, incluindo o homem. Estas lesões são em 

geral benignas, podendo regredir naturalmente ou se transformar em tumores 

malignos.  

O papilomavírus bovino (BPV) tem sido amplamente caracterizado tanto 

por ser considerado um modelo experimental ideal para o estudo do 

papilomavírus humano (HPV), quanto por sua grande importância na 

bovinocultura. 

A papilomatose bovina, também conhecida como verruga, figueira, 

verrucose, fibropapilomatose e epitelioma contagioso, é causada pelos BPVs e é 

caracterizada pela presença de lesões tumorais que ocorrem na pele, mucosas e 

em alguns órgãos. É uma doença importante economicamente por causar 

desvalorização dos animais a serem comercializados, causando depreciação do 

couro dos animais afetados alem de alterações funcionais orgânicas. Alguns tipos 

de BPV têm propriedades oncogênicas, como é o caso dos BPVs 1 e 2 que estão 

relacionados com o câncer de bexiga urinária e o BPV-4 com câncer do trato 

digestório superior. Alem disso, os BPVs 1 e 2 são encontrados em tumores 

fibroblásticos de equinos denominados tumores sarcóides. 

Mesmo tendo reconhecido impacto econômico para a criação de bovinos 

e equinos, ainda não há no mercado vacinas ou tratamentos eficazes contra as 

doenças associadas ao BPV. As principais estratégias para desenvolver vacinas 
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dirigidas para papilomavírus estão relacionadas com as proteínas L1 e L2, que 

compõem o capsídeo viral. A indução de resposta imune contra o vírus pode ser 

eficientemente induzida por imunização com partículas semelhantes ao vírus 

(virus-like particles ou VLPs), que são formados espontaneamente após a 

expressão do gene L1 ou L1/L2 em sistemas de expressão heteróloga. Proteínas 

de papilomavirus têm sido produzidas em vários sistemas para a produção de 

VLPs. Dentre eles, a levedura metilotrófica Pichia pastoris tem sido amplamente 

utilizada, oferecendo muitas vantagens em relação a outros sistemas, como por 

exemplo, a capacidade de realizar modificações pós-traducionais tipicamente 

associadas aos eucariotos superiores.  

Como já existem muitos animais infectados, uma estratégia terapêutica 

também deve ser considerada. Para tal, a imunização genética tem sido 

documentada como uma estratégia efetiva para a indução da imunidade humoral 

e celular num grande número de modelos animais, protegendo o hospedeiro 

contra novas infecções virais e regredindo lesões já estabelecidas. A vacina de 

DNA apresenta várias vantagens atraentes como a sua simplicidade na produção, 

estabilidade térmica e segurança biológica. 

Neste trabalho, foi proposto o desenvolvimento de duas estratégias 

vacinais para o controle das doenças associadas ao BPV. Uma estratégia 

baseada em vacina de subunidade através da produção da proteína do capsídeo 

viral L1 em levedura Pichia pastoris e uma estratégia baseada em imunização 

genética usando os genes L2 e E5 de BPV1 como antígenos vacinais. 
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2. Revisão da Literatura 

 

2.1 Papilomavírus 

 

Os papilomavírus (PV) são um grupo muito heterogêneo de vírus, e 

diferentes tipos são associados com lesões epiteliais específicas. São pequenos, 

com 52-55 nm de diâmetro, possuindo DNA de fita dupla circular, com cerca de 8 

Kb. O capsídeo é formado por 72 subunidades (capsômeros ou pentâmeros), com 

arranjo icosaédrico, sendo por este motivo, de aparência esférica à microscopia 

eletrônica (de Villiers et al., 2004). 

Os papilomavírus foram originalmente classificados junto com os 

poliomavírus e SV40 (Simian Virus 40) em uma família, designados 

Papovaviridae. Esta antiga classificação foi baseada na similaridade entre seus 

membros, como por exemplo, o capsídeo não envelopado e o genoma de DNA 

dupla fita circular. Posteriormente, com o avanço nos estudos, foram descobertas 

diferenças significativas entre esses dois grupos de vírus, como o tamanho 

diferente dos seus genomas e a organização genômica completamente distinta 

entre eles, o que gerou a separação em duas famílias, Papillomaviridae e 

Polyomaviridae (de Villiers et al., 2004). 

Infecção por PV conduz a lesões hiperplásicas, definidas como verrugas, 

papilomas ou condilomas, em grande variedade de organismos, incluindo a 

espécie humana (Muñoz, 2000). As lesões causadas são normalmente eliminadas 

por uma resposta imune celular direcionada contra antígenos virais (O’Brien & 

Campo, 2002). Porém, se acompanhadas de outras modificações celulares, 

induzidas por cofatores ambientais, podem evoluir para câncer (Campo, 2002). 
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2.1.1 Papilomavírus Bovino 

Os papilomavírus que infectam naturalmente animais, em especial 

mamíferos, têm sido estudados como agentes da doença em animais e como 

modelos de estudo para infecções humanas. Dentre estes papilomavírus se 

encontra o papilomavírus bovino.  

Treze tipos de BPV (BPV 1-13) estão atualmente descritos e supostos 

novos tipos têm sido sugeridos. Os diferentes genótipos foram classificados em 

três gêneros. BPV-1, BPV-2 e BPV-13 pertencem ao gênero Delta-papilomavirus 

e exibem um maior espectro de hospedeiros e tropismo por outros tecidos; eles 

causam fibropapilomas em bovinos e sarcóides em equinos (de Villiers et al., 

2004; Lunardi et al., 2013). BPV-3, BPV-4, BPV-6, BPV-9, BPV-10, BPV-11 e 

BPV-12 pertencem ao gênero Xi-papilomavirus englobando os tipos puramente 

epiteliotrópicos (Hamata et al. 2008; 2011; Zhu et al., 2012). BPV-5 e BPV-8 são 

membros do Epsilon-papilomavirus e causam tanto fibropapilomas como 

papilomas verdadeiros (Tomita et al., 2007). BPV-7 foi isolado de papilomas 

cutâneos em bovinos e atualmente não está classificado em um gênero de PV 

(Ogawa et al., 2007) (Figura 1).  

A diversidade de papilomavírus pode ser explicada por múltiplos 

mecanismos evolutivos (Gottschling et al., 2007). A divergência do hospedeiro 

viral é uma importante força evolutiva, no entanto esta força apenas não pode 

explicar a evolução dos PVs e sua diversidade. Mecanismos alternativos, como 

duplicação do vírus no hospedeiro, recombinação ou adaptação viral após 

mudança de hospedeiro, podem ter contribuído consideravelmente para explicar a 

diversificação dos PVs (Shah et al., 2010; Gottschiling et al., 2011). 



 5 

 

 

Figura 1. Árvore Filogenética dos papilomavírus. Abreviações: CcPV-1 (Caretta caretta PV-1), 
ChPV-1 (Capra hircus PV-1), COPV (Canine Oral PV), CPV (Canine PV), CRPV (Cottontail Rabbit 
PV), EcPV (Equus caballus PV), EcPV-2 (Equus caballus PV-2), EdPV-1 (Erithizon dorsatum PV-
1), EhPV (European hedgehog PV), FcPV (Fringilla coelebs PV), FdPV-2 (Felis domesticus PV-2), 
FlPV-1 (Francolinus leucoscepus PV-1), HaOPV (Hamster Oral PV), HPV (Human PV), MnPV 
(Mastomys natalensis PV), PePV (Psittacus erithacus timneh PV), PsPV (Phocoena spinipinnis 
PV), RaPV-1 (Rousettus aegyptiacus PV-1), SsPV-1 (Sus scrofa PV-1), TmPV (Trichechus 
manatus latirostris PV), TtPV-1 (Tursiops truncates PV-1), UmPV-1 (Ursus maritimus PV-1). (Zhu 
et al., 2012). 

 

 

2.2 Genoma do Papilomavirus Bovino 

 

O vírion do BPV é uma estrutura icosaédrica não-envelopado, de 55-60 

nm de diâmetro que forma arranjos paracristalinos no núcleo de células 

infectadas; ele contem um DNA dupla fita covalentemente circular complexado 

com histonas celulares (Nasir & Campo, 2008). 
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O genoma do papilomavírus bovino consiste em um DNA de fita dupla 

circular com cerca de 8000 pares de bases e pode ser dividido em três 

segmentos: a região LCR (Long Control Region ou Região Longa de Controle), 

que contém os elementos cis-regulatórios necessários para a replicação e 

transcrição do DNA viral, e duas regiões que formam os quadros abertos de 

leitura (ORF) correspondentes aos genes precoces (E) e tardios (L). As ORFs são 

classificadas como não-estruturais ou precoces (E, do inglês early) e estruturais 

ou tardias (L, do inglês late), de acordo com o período de expressão. O segmento 

E representa 45% do genoma e codifica para proteínas que são necessárias para 

a replicação e transcrição do DNA viral e podem subverter a proliferação celular, 

finalmente induzindo à transformação celular, enquanto que o segmento L codifica 

para as proteínas que formam a estrutura do casideo viral (Campo, 1997; Freitas 

et al., 2011). A Figura 2 ilustra a organização genômica de BPV-1. 

 

 

Figura 2. Representação linear do genoma de BPV-1 (adaptado de Campo, 2006). 

 

 

A região LCR é uma área não codificante do genoma viral que varia de 

500 a 1000 nucleotídeos, dependendo do tipo do papilomavírus, situada entre o 

terminal 3’ da ORF tardia e o terminal 5’ da ORF precoce. Essa região contém a 
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maioria ou todos os sinais regulatórios tanto para replicação quanto para a 

transcrição do DNA viral (Nicholls & Stanley, 2000; Munger & Howley, 2002).  

A LCR do BPV-1, BPV-2 e BPV-5 têm doze sítios de ligação à E2, 

enquanto que quatro sítios de ligação à E2 são reconhecidos nas LCR de BPV-3, 

BPV-4 e BPV-6. E2 é o regulador da transcrição viral, e sua ligação à LCR pode 

ativar ou reprimir a transcrição dos genes virais (Borzacchiello & Roperto, 2008). 

No entanto, a LCR de BPV-4 possui múltiplos elementos regulatórios positivos e 

negativos capazes de agir independentemente da presença de E2. Dentre estes, 

o fator de transcrição celular mais bem caracterizado é o PEBP2, que se liga ao 

sitio de E2 (Jackson & Campo, 1995). 

A expressão dos genes virais ocorre através de um complexo padrão de 

eventos de processamento de RNA (RNA splicing) que processam um RNAm 

maduro a partir de um precursor de RNA policistrônico, tanto em Delta- quanto em 

Xi-BPVs (Jia & Zheng, 2009). Quase todos os transcritos de papilomavírus são 

policistrônicos. Esses transcritos policistrônicos apresentam sinais de 

processamento sub-ótimos que são submetidos a extensivos splicings alternativos 

de RNA. Splicing de RNA regula a expressão do gene ao nível pós-transcricional 

e desempenha um papel importante durante o ciclo de infecção do papilomavírus. 

Como uma regra geral, os transcritos tardios codificando as proteínas estruturais 

são encontrados apenas nas camadas mais diferenciadas de verrugas e outras 

lesões produtivas, enquanto que RNAs codificando as proteínas precoces são 

encontradas tanto em verrugas como em células transformadas (Zheng & Baker, 

2006; Jia & Zheng, 2009). 

Os genes precoces codificam as proteínas envolvidas tanto nos 

processos de replicação e transcrição do DNA viral quanto na transformação 
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celular (Campo, 2006). Os genomas de BPV-3, BPV-4 e BPV-6 perderam a ORF 

E6, que foi substituída por E5 (originalmente definida como E8), enquanto que a 

maioria dos tipos de PV, BPV-1, BPV-2 e BPV-5 ainda mantêm esse gene 

(Borzacchiello & Roperto, 2008).  

A proteína E1 tem função na replicação do DNA viral, permite o 

desenrolar do genoma viral e age como fator de elongação (Lambert, 1991). O 

produto do gene E2 está envolvido tanto no controle da transcrição quanto na 

replicação do DNA viral, sendo responsável pelo reconhecimento e ligação da 

origem de replicação. A proteína E2 existe em duas formas. A proteína íntegra do 

gene E2 tem a função de reprimir a transcrição em certas condições, já a proteína 

em sua forma N-terminal atua como ativador transcricional (Yang et al., 1991, 

Rogers et al., 2011). 

Outra relevante função de E2 é a sua capacidade de segregar o genoma 

epissomal de BPV para as células-filhas, após a divisão celular, através da 

ligação do genoma ao cromossomo mitótico, garantindo assim a igualdade de 

distribuição e retenção do DNA viral (Campo, 2006). A proteína E2 de BPV-1 

associa-se com a cromatina mitótica através do domínio aminoterminal da 

proteína e uma vez ligada é capaz de interagir com o genoma viral via 

dimerização do terminal carboxila e domínio de ligação ao DNA. Para a 

associação de E2 com a cromatina mitótica, o estado fosforilado da proteína E2 

não é requerido, e é provável que a proteína celular Brd4 seja responsável pela 

interação de E2 com os cromossomos mitóticos (Feeney et al., 2011). 

A ORF E4 codifica uma família de pequenas proteínas que são geradas 

por splicing alternativo e modificações pós-traducionais. Essa proteína encontra-

se em abundância no citoplasma de queratinócitos ajudando a fase produtiva de 
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replicação do DNA viral. Em cultura de células e em infecções naturais, E4 

interage com a rede de filamentos de citoqueratinas, onde provavelmente 

desempenha um papel auxiliar na replicação e liberação do vírus (Doorbar, 1991; 

Borzacchiello & Roperto, 2008). 

 

2.2.1 Oncoproteínas de BPV 

Delta-BPVs codificam três oncoproteínas, E5, E6 E7, enquanto que os Xi-

BPVs carecem do gene E6 e codificam apenas E5 e E7. A relativa importância de 

cada proteína no processo de transformação celular varia entre os diferentes 

BPVs. E5 é considerada a principal oncoproteína viral, seguida por E6, com um 

papel mais modesto desempenhado por E7 (Campo, 2006). 

A proteína E6 de BPV é um ativador transcricional, que interage com e 

inibe o co-ativador de transcrição CBP/p300 e, em fazendo-o também inibe a 

função do supressor tumoral p53 (Zimmerman et al., 2000), alcançando assim o 

mesmo resultado que as proteínas E6 de Alfa-HPVs, ou seja, a inativação do ciclo 

celular e apoptótico detendo as funções de p53. E6 possui a capacidade de 

transformar fibroblastos e induzir crescimento independente de ancoragem e 

dissociação das fibras de actina por interação com a proteína de adesão focal 

paxillina, bloqueando a interação entre paxillina e vários outras proteínas de 

adesão focal, incluindo vinculina e quinase de adesão focal (Tong et al., 1997).  

Alem disso, E6 interage com AP-1, um complexo adaptador trans-Golgi 

rede-específica de clatrina, e é provável que esta interação afete os processos 

celulares envolvendo vias de tráfego mediado por clatrina (Nasir & Campo, 2008). 

Apesar de sua importância, o Xi-PVs não têm um gene E6, que tem sido 

substituído por um gene semelhante a E5. 
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O gene E7 de BPV-1 codifica uma proteína de 127 aminoácidos, que 

coopera com E5 e E6 na indução de transformação celular. Em células infectadas 

naturalmente, a expressão de E7 de BPV-1 é observada no citoplasma e 

nucléolos das células basais e inferiores da camada espinhosa, enquanto que a 

expressão de E7 de BPV-4 é observada em todas as camadas de papilomas, em 

todas as fases (Borzacchiello & Roperto, 2008). A proteína E7 de papilomavírus 

humano (HPV) tipo 16 interage com e inibe o supressor tumoral p105Rb. Esta 

inibição leva à proliferação celular imprevista. Contrariamente ao E7 de HPV-16, 

E7 do gênero Delta-BPV perde o domínio canônico de ligação à p105Rb LXCXE e 

ainda não é claro como é que ela contribui para a transformação celular (Nasir & 

Campo, 2008). 

A função transformante da proteína E7 de BPV-1 foi recentemente 

demonstrada que se correlaciona com a sua ligação a um alvo celular p600. 

Proteínas E7 mutantes prejudicam a sua habilidade em se ligar a p600 e perdem 

a capacidade de transformação celular. Além disso, a diminuição (knockdown) de 

p600 reduz a transformação de células expressando E7 de BPV-1 (DeMasi et al., 

2005). Foi recentemente mostrado que E7 de BPV-1 pode inibir anoikis, um tipo 

de apoptose induzida por descolamento das células. A inibição da anoikis 

parcialmente correlaciona-se com a capacidade de aumentar a independência de 

ancoragem de células transformadas com E6 de BPV-1 (DeMasi et al., 2007). 

O gene E5 codifica a maior oncoproteína de BPV, com apenas 44 

aminoácidos no BPV-1 e 42 em BPV-4 (Schiller et al., 1986; Pennie et al., 1993). 

Ambas as proteínas podem ser divididas em dois domínios distintos: um domínio 

amino-terminal que constitui a maior parte da proteína e consiste em resíduos de 

aminoácidos fortemente hidrofóbicos ricos em leucina com um único aminoácido 
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hidrofílico na posição 17 (glutamina em E5 de BPV-1 e asparagina em BPV-4), e 

um curto domínio carboxi-terminal hidrofílico (Schlegel et al., 1986; Marchetti et 

al., 2002). 

A proteína E5 de BPV-1 foi detectada em nível levemente uniforme em 

camadas basais e em nível mais elevado nas camadas superiores do epitélio 

escamoso estratificado em papilomas produtivamente replicando BPV-1 (Burnett 

et al., 1992). 

Essa proteína provoca perturbação nos mecanismos de supressão do 

crescimento e no controle do ciclo celular. Está localizada nos compartimentos 

das endomembranas das células, especialmente no aparelho de Golgi, e liga-se a 

ductina 16 k/subunidade c da ATPase H+ vacuolar. A ligação de E5 com 16 kDa 

perturba a correta montagem da V-ATPase e o bombeamento de H+, com 

persistente alcalinização do aparelho de Golgi e das vesículas endossômicas 

(Schapiro et al., 2000) e pode conduzir, direta ou indiretamente, a perda 

acentuada da comunicação célula-célula através da regulação das junções gap 

(Ashrafi et al., 2000), tornando as células transformadas mais insensíveis aos 

sinais de controle homeostático de crescimento das células normais adjacentes. 

A perda da comunicação das junções gap em células transformadas com 

papilomavírus provavelmente contribui para a transformação celular por 

isolamento das células infectadas das células normais circunvizinhas, permitindo 

então o estabelecimento de outros eventos de transformação (Nasir & Campo, 

2008). A inibição da acidificação dos endossomos e do aparelho de Golgi leva a 

perturbação do processamento de proteínas celulares, resultando na retenção e 

reciclagem de receptores de fatores de crescimento celular dos compartimentos 

endossomais (Campo, 2006). 
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Outra importante consequência da alcalinização do Complexo de Golgi 

mediada por E5 é a diminuição da expressão (tanto in vivo como in vitro) do 

Complexo Maior de Histocompatibilidade Classe I (MHC-I), o que representa um 

dos mecanismos pelos quais o BPV escapa da resposta imune do hospedeiro 

(Venuti et al., 2011). 

Adicionalmente, E5 de BPV interage diretamente e ativa o receptor do 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-R), ativando uma cascata de 

sinalização intracelular para a proliferação celular (Borzacchiello et al., 2006), e 

ativa diversas proteínas quinases envolvidas no controle do ciclo celular causando 

uma desregulação generalizada do programa de proliferação da célula (Nasir & 

Campo, 2008). E5 de BPV-1 interage com o PDGFβ-R através do seu domínio 

transmembrana. 

A Figura 3 ilustra os eventos moleculares provenientes da ação da 

onconproteína E5 de BPV-1. 

 

2.2.2 Proteínas do capsídeo de BPV 

O genoma viral também contém os genes tardios que codificam as duas 

proteínas que compõem o capsídeo do vírus. A proteína L1 é a principal proteína 

do capsídeo viral com peso molecular de 55, representando cerca de 80% do total 

de proteínas. Já a proteína L2 corresponde a uma pequena porção do capsídeo 

com peso molecular de 77 kDa (Buck et al., 2005). O capsídeo contém 360 cópias 

da proteína L1 e provavelmente 12 cópias da proteína L2, organizados em 72 

capsômeros icosaédricos (Modis et al., 2002). 
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Figura 3. Modelo de eventos celulares durante a transformação celular mediada por BPV-1 E5. A 
proteina E5 se liga ao domínio de transmembrana de PDGFb-R e induz a dimerização do receptor 
e auto-fosforilação. E5 é capaz de interagir com a c-src nos compartimentos endossomal e trans-
Golgi, resultando assim numa ativação constitutiva de c-src. E5 interage com a porção C- terminal 
da cadeia pesada do MHC-I e causa a retenção de MHC-I no aparelho de Golgi, impedindo assim 
o seu transporte para a superfície da célula. E5 perturba a atividade fisiológica da V-ATPase, 
inibindo a montagem correta da V-ATPase e do bombeamento de H+, levando assim a 
alcalinização persistente do Golgi e das vesículas endossomais. (Venuti et al., 2012). 

 

 

A proteína L1 medeia a ligação do vírus à superfície da célula, embora 

pareça que L2 também possa desempenhar um papel na infecção. L1 interage 

com proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) da superfície celular e ainda não 

está claro se um receptor secundário também está envolvido (Day & Schiller, 

2006). L2 induz a montagem do vírion por ligação ao DNA viral, favorecendo a 

sua encapsidação. As proteínas L1 e L2 são expressas no núcleo dos 

queratinócitos diferenciados, sendo mais abundante em papilomas maduros 

(Anderson et al., 1997). Ambas as proteínas codificam epitopos neutralizantes e, 
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no caso de L2 de BPV-2, epítopos de rejeição tumoral (Campo, 2006; 

Borzacchiello & Roperto, 2008). 

Os monômeros de L1 contém 12 β-fitas, 6 loops e 5 α-hélices (h1-h5). 

Estudos realizados por Bishop et al. (2007) demonstram que as α-hélices h2, h3 e 

h4 localizadas próximas a porção C-terminal de L1 são responsáveis pelas 

interações interpentaméricas requeridas para montagem do capsídeo. 

Caracterizações bioquímicas e estruturais de L1 mostram que as α-hélices na 

região C-terminal tem papel importante no dobramento e montagem do capsídeo. 

As α-hélices h2, h3 e h5 são essenciais para o dobramento de L1 e formação do 

pentâmero, enquanto a h4 é indispensável para montagem do capsídeo viral, 

devido seu papel na interação entre os pentâmeros adjacentes (Bishop et al., 

2007). 

 

2.3 Relação Vírus-Hospedeiro 

 

Os papilomavírus replicam e montam suas partículas infecciosas 

exclusivamente no núcleo. BPV-1 infecta os queratinócitos na camada basal da 

pele e replica-se no núcleo das células infectadas. Embora os genes virais 

precoces comecem a ser expressos a partir das células basais indiferenciadas 

infectadas, os genes virais tardios não são expressos até que as células 

infectadas entrem no estágio terminal de diferenciação (Zheng & Baker, 2006; Jia 

& Zheng, 2009). 

Os PVs estabelecem seu ciclo de infecção produtiva exclusivamente no 

epitélio estratificado da pele ou mucosa, sendo esse intrinsecamente relacionado 

aos estágios de diferenciação das células epiteliais do hospedeiro (O’Brien & 
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Campo, 2002), como mostra a Figura 4. A replicação viral ocorre nas camadas 

basais do epitélio escamoso estratificado da pele ou de membranas mucosas e, 

provavelmente, os vírus têm acesso às células do nível inferior através de lesão 

e/ou abrasão. A infecção começa com a ligação do vírus aos HSPGs. Supõe-se 

que esta ligação conduz a uma mudança conformacional nos HSPGs que permite 

a ligação a um receptor secundário, provavelmente um complexo de integrina 

(Evander et al., 1997; Selinka et al., 2003). Pós-ligação, um evento de clivagem 

por furina permite ao BPV-1 entrar nas células via endocitose mediada por clatrina 

endolisossomal, seguido por tráfego viral para uma vesícula caveolina-1-positiva 

de pH neutro e, subsequentemente, o retículo endoplasmático (Day et al., 2003; 

Richards et al., 2006; Laniosz et al., 2008).  

O cenário mais provável para a entrada do PV inclui a ligação do vírion a 

superfície celular mediada por HSPGs. Essa ligação primária é dependente 

apenas de L1 e não necessita de L2. Um longo atraso na internalização é 

acompanhado por alterações no modo de ligação e possível transferência para 

um receptor secundário. A situação mais provável é que as mudanças 

conformacionais em L2 que ocorrem na superfície da célula são necessárias para 

expor um sítio de ligação secundário. A interação do capsídeo com HSPG induz 

alterações conformacionais que resultam da exposição da porção amino-terminal 

de L2. A exposição dessa porção permite o acesso a sítios de reconhecimento de 

furina convertase altamente conservados e a subsequente clivagem por furina, 

que é essencial para o sucesso da infecção (Gambhira et al., 2009; Horvath et al., 

2010). 
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Figura 4. Expressão gênica do PV na infecção produtiva. O epitélio diferenciado está 
representado esquematicamente no lado esquerdo, e os marcadores expressos são 
representados como setas à direita. Entrada do vírus no tecido epitelial através de microtrauma e 
estabelecimento da infecção na camada basal. As proteínas E6 e E7 (núcleos vermelho) são 
expressas nas camadas epiteliais inferiores (seta vermelha). Os círculos azuis escuro representam 
núcleos de células não infectadas ou não permissivas. A expressão de E4, e presumivelmente de 
outras proteínas (verde) cujos genes estão a jusante do promotor tardio dependente de 
diferenciação (seta verde), é disparada antes do fim da expressão de E6 e E7. A expressão das 
proteínas do capsídeo do vírus (L1 e L2) (seta cor laranja) segue a conclusão da amplificação do 
genoma e ocorre em um subconjunto de células que expressam E4 (adaptado de Zheng & Baker, 
2006). 

 

 

A infecção, desencapsidação, e entrada do DNA de PV no núcleo da 

célula são seguidas pela ativação do promotor localizado na região reguladora a 

montante (upstream) que inicia a expressão das proteínas precoces (proteínas E). 

Duas delas, E1 e E2, orientam os fatores de replicação da célula hospedeira para 

a origem de replicação viral, resultando em um aumento inicial rápido do número 

de cópias do genoma viral por célula (Kadaja et al., 2009). O vírus infecta os 

queratinócitos basais expressando os genes virais precoces nas camadas basal e 

suprabasal do epitélio e replica seu genoma durante a diferenciação da camada 

espinhosa e granular. Com a diferenciação das células, a expressão dos genes 

tardios é ativada e as proteínas do capsídeo viral L1 e L2, juntamente com a 

proteína E4 (possivelmente relacionada com a replicação e a encapsidação do 
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DNA viral) nas camadas escamosas. Os vírions são formados e finalmente 

liberados com a descamação da camada queratinizada (O’Brien & Campo, 2002). 

Este gradiente de replicação e diferenciação do epitélio basal para o epitélio 

apical tem implicações significativas para a detecção e o tratamento das infecções 

relacionadas ao PV (Howley & Lowy, 2001), uma vez que é difícil a reprodução 

fiel desse ambiente em cultivo celular. 

Assim como muitos vírus, BPVs podem estabelecer uma infecção latente. 

O genoma viral pode ser frequentemente encontrado em epitélios normais, sem 

sinais clínicos da doença (Ogawa et al., 2004). Epitélios normais são sítios 

aceptores de infecção latente e, aliás, a reativação do BPV em locais de trauma 

sugere que o DNA viral está presente nestes sítios em forma latente, e que os 

danos do epitélio, possivelmente através da produção de citocinas inflamatórias e 

do estímulo da proliferação celular, induz a expressão de genes virais levando à 

formação de papiloma (Campo, 2006). No entanto, epitélios podem não ser o 

único sítio de latência do papilomavírus. DNA de BPV está presente em forma 

epissomal nos linfócitos circulantes de bovinos (Freitas et al., 2003). 

 

2.4 Papilomatose Bovina 

 

Nos bovinos são mais comuns papilomatoses cutânea e nas mucosas 

genital e orofaríngea, não havendo diferença na prevalência da patologia entre 

sexo e raças, sendo mais frequente em animais com menos de dois anos de 

idade (Corrêa & Corrêa, 1992). Infecções por Delta-PV levam a transformação de 

fibroblastos subepiteliais, seguidos por acantose epitelial e papilomatoses, 

infecções por Xi-PV induzem transformação apenas em células epiteliais, 
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enquanto que Epsilon-PV causa tanto fibropapilomas como papilomas epiteliais 

(Borzacchiello & Roperto, 2008). 

As lesões hiperplásicas produzidas pelos papilomavírus, definidas como 

verrugas, papilomas ou condilomas, são geralmente lesões benignas (Muñoz, 

2000). No entanto, bovinos podem apresentar processos neoplásicos derivados 

da malignização de papilomas pré-existentes, devido à ação sinérgica de 

cofatores ambientais (Campo, 2002; Leal et al., 2003; Freitas et al., 2011).  

BPVs têm sido descritos como agentes causadores de lesões específicas 

em locais distintos dos bovinos. BPV-1 causa fibropapilomas nos tetos e no pênis; 

BPV-2 tem sido descrito como o agente de verrugas comuns e fibropapilomas no 

esôfago; BPV-3 e BPV-8 em papilomas epiteliais da pele; BPV-4 tem sido descrito 

como agente de papilomas do canal alimentar, mostrando especificidade para o 

epitélio mucoso; BPV-5 causa fibropapilomas em forma de arroz no úbere; BPV-6 

tem sido isolado em papilomas nos tetos; e BPV-9 e BPV-10 têm sido associados 

a papilomas epiteliais escamosos do úbere (Campo, 1997; Borzacchiello & 

Roperto, 2008). 

As tetas e o úbere das vacas estão sujeitos à infecção por três diferentes 

tipos de BPV. A doença torna-se não apenas um problema de saúde, mas 

também causa grandes consequências econômicas, já que as vacas ficarão 

impossibilitadas de amamentar os bezerros e, além disso, os papilomas podem 

fechar os canais das tetas tornando o local propenso para infecção por bactérias 

(Campo, 1998). Os animais também podem desenvolver papilomas extensivos no 

trato gastrointestinal superior e, consequentemente, apresentar dificuldade para 

se alimentar e respirar, resultando em um animal debilitado que pode vir a morrer 

(Campo, 1997). 
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Apesar de serem reconhecidamente vírus epiteliotrópicos, DNA de BPV já 

tem sido isolado no sangue periférico, leite, urina, fluido seminal e células de 

esperma de animais infectados com BPV-1, -2 e -4 (Carvalho et al., 2003; Freitas 

et al., 2003; Roperto et al., 2008, Lindsey et al., 2009), sendo sugerida a 

transmissão vertical de BPV-1 e -2. No sangue periférico, Stocco dos Santos et al. 

(1998) sugeriram a ação do BPV sobre a cromatina hospedeira, causando 

alterações cromossômicas características como fusões cêntricas. 

 

2.5 Papilomavírus Bovino e Câncer 

 

Embora a etiologia viral de tumores esteja bem estabelecida, os 

mecanismos moleculares envolvidos nesta transformação não estão bem 

entendidos. O DNA viral não está presente no tumor ou em células transformadas 

in vitro, sugerindo que o vírus é responsável pelos eventos iniciais da 

carcinogênese, mas não pela manutenção das transformações fenotípicas, onde 

a informação genética viral não é necessária para a manutenção da malignidade 

(Gaukroger et al., 1991). Também não está claro como fatores carcinogênicos e 

agentes promotores estão envolvidos em diferentes estágios no desenvolvimento 

de papilomas e carcinomas, porém já foram descobertos dois estágios do 

mecanismo de carcinogênese, a iniciação e a promoção, que têm componentes 

independentes (Frazer, 1996). 

Cofatores, sejam ambientais ou genéticos, são necessários para as 

lesões induzidas por papilomavírus progredirem para câncer. Brotos de 

samambaia (Pteridium aquilinium) têm sido identificados como um dos principais 

cofatores ambientais na carcinogênese induzida por BPV em bovinos. Os brotos 
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de samambaia contêm imunossupressores e um número considerável de 

mutágenos, como a quercetina (Campo, 2002; Nasir & Campo, 2008). 

A imunossupressão induzida pela samambaia está associada com duas 

alterações hematológicas marcantes. A primeira delas é uma queda dramática 

nos leucócitos polimorfonucleares. Se não checada, ela pode levar a uma 

imunossupressão aguda grave com invasão da corrente sanguínea por bactérias 

alimentares e a morte por septicemia. O segundo efeito da alimentação com 

samambaia é uma queda crônica nos linfócitos circulantes. Mesmo durante os 

períodos sem a presença da samambaia, a contagem dos linfócitos permanece 

muito baixa (Campo, 2006). 

Além das verrugas comumente associadas, BPV-1 e -2 também estão 

implicados em lesões neoplásicas. BPV-2, e menos comumente BPV-1, estão 

relacionados ao processo carcinogênico da bexiga urinária e estabelece uma 

infecção abortiva, com ausência de produção de vírions (Borzacchiello et al., 

2003). O DNA viral nas lesões de bexiga ainda é infeccioso e capaz de iniciar um 

ciclo replicativo em ambientes permissivos da pele, como mostrado pela 

capacidade de extratos de câncer de bexiga urinária poder induzir verrugas de 

pele. Eles estão comumente associados com uma síndrome conhecida como 

hematúria enzoótica, a qual é causada pela ingestão prolongada de brotos de 

samambaia (Confer & Panciera, 2001).  

Os animais alimentados com samambaia desenvolveram câncer de 

bexiga urinária tanto de origem epitelial como vascular ocorrendo principalmente 

em conjunto na mesma bexiga. DNA de BPV-2 foi encontrado em 69% dos 

tumores induzidos experimentalmente e em 46% dos naturalmente ocorridos. A 

exposição a agentes imunossupressores, mutagênicos e carcinogênicos da 
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samambaia desencadeia a expressão gênica do vírus, levando à transformação 

celular e iniciando a progressão para malignidade (Campo, 1997).  

 O BPV-4 infecta o epitélio da mucosa gastrointestinal (GI) superior e 

induz a formação de papilomas pela expressão de suas proteínas transformantes. 

Os órgãos mais comumente afetados são faringe, esôfago, rúmem e retículo. 

Animais que desenvolvem papilomatose extensiva têm dificuldade de comer e 

respirar e são descartados. Porém, se a doença não é tão severa, os animais 

sobrevivem, mas apresentam alto risco de desenvolverem carcinoma de células 

escamosas (Campo, 2002). 

Casos de câncer do trato gastrointestinal superior e inferior são 

encontrados em uma elevada frequência em áreas onde bovinos pastam em 

terras infestadas de samambaia. Os carcinomas do trato gastrointestinal superior 

provêm de papilomas induzidos por BPV-4. A contribuição dos fatores virais, 

imunológicos e químicos na progressão dos papilomas para carcinomas foi 

estabelecida pela primeira vez no campo e depois, em condições experimentais. 

Animais saudáveis infectados com BPV-4 rejeitaram seus papilomas causados 

por uma resposta imune celular. Em contrapartida, em animais imunossuprimidos 

pela ingestão de samambaia, os papilomas espalham-se por todo o trato 

gastrointestinal superior, não sofrem regressão e progridem para câncer (Campo, 

2006; Borzacchiello & Roperto, 2008). 

 

2.6 Sarcóide Equino 

 

BPVs são considerados espécie-específicos e, mesmo em condições 

experimentais, não infectam nenhum outro hospedeiro além daquele que lhe é 
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natural. O único caso conhecido de infecção cruzada é a ocorrida entre cavalos e 

outros equideos pelo BPV-1 e -2 (Nasir & Reid, 1999; Campo, 2002). 

O sarcóide equino é o tumor de pele mais comumente detectado em 

equinos em todo o mundo e tem sido relatada sua presença em cavalos, burros e 

mulas (Goldschmidt & Hendrick, 2002), com relatos de taxas de prevalência de 

12.9 a 67% de todos os tumores de equinos. O trabalho de Olson e Cook (1951) 

foi a primeira tentativa de demonstrar uma associação com o papilomavírus 

bovino. Eles mostraram que a inoculação intradérmica de verruga bovina em 

cavalos pode dar origem a lesões parecidas com sarcóide, entretanto, a maioria 

das lesões regrediu espontaneamente, o que é raramente visto em sarcóides 

naturais. Um animal, no entanto, desenvolveu um tumor recorrente, compatível 

com sarcóide. 

BPV (tipo 1 e menos comummente, tipo 2) está envolvido na patogênese 

do sarcóide com a grande maioria dos tumores portando DNA de BPV epissomal 

(não integrado no genoma da célula) (Nasir & Campo, 2008). O sarcóide pode ser 

definido como tumores fibroblásticos benignos localmente agressivos da pele 

equina e pode ocorrer como lesões únicas ou múltiplas em diferentes formas, 

desde pequenas lesões parecidas com verrugas até grandes úlceras fibrosas. As 

lesões podem ocorrer em todo o corpo, mas existem sítios de predisposição em 

especial na região paragenital, no tórax-abdome e na cabeça e, frequentemente, 

ocorrem em locais de lesão prévia e cicatrizes (Torrontegui & Reid, 1994).  

A biologia molecular da infecção pelo BPV-1 em sarcóide equinos 

assemelha a da infecção por BPV-2 na bexiga urinária em bovinos: em ambos os 

casos, a infecção é abortiva e não produtiva, as proteínas precoces, incluindo a 

principal oncoproteína E5, são consistentemente expressas, fornecendo 
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evidências claras que a presença do DNA viral não é acidental; as proteínas 

tardias são ocasionalmente detectadas, mas não se observa partículas virais, 

sugerindo que a infecção é abortiva numa fase tardia (Chambers et al., 2003; 

Nasir & Campo, 2008). 

Sarcóides equinos têm um notável impacto sobre a saúde e bem-estar 

equino, e apresentam um encargo financeiro significativo para os proprietários. 

Isto é particularmente verdadeiro nos países em desenvolvimento, onde os burros 

são uma grande parte da economia agrária. Até o momento, nenhuma predileção 

por sexo tem sido relatada, porem, um aumento da incidência tem sido relatado 

em animais jovens e a incidência bruta do sarcóide em burros tem sido estimada 

em 0,6 casos/animal/ano (Torrontegui & Reid, 1994). 

 

2.7 Resposta Imune ao Papilomavírus 

 

Os vírus devem ser capazes de superar a resposta imune do hospedeiro 

para se replicarem e produzirem sua progênie infecciosa. No entanto, apesar da 

capacidade do vírus de escapar da vigilância imune, eventualmente, o hospedeiro 

monta uma resposta imunológica eficaz e culminando com a eliminação das 

células infectadas pelo vírus (Nasir & Campo, 2008). 

A resposta imune de bovinos para BPV é surpreendentemente pobre 

(Campo, 1998). Os animais podem carregar tumores massivos, ativamente 

produzindo vírus em grandes quantidades, mas os bovinos não respondem 

facilmente aos antígenos de BPV durante o curso da infecção e anticorpos anti-

BPV são raramente detectados. 
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O fracasso do sistema imunitário em reconhecer a presença do vírus ou 

de sua progênie deve-se ao fato de que os papilomavírus possuem um ciclo de 

infecção restrito ao epitélio e, portanto, não estão em contato com o sistema 

imunológico (O'Brien & Campo, 2002). Essa interpretação é apoiada pelo fato de 

que, em animais de campo, úlceras e tumores têm altos títulos de anticorpos 

naturais anti-BPV e uma boa resposta de anticorpos pode ser obtida após a 

inoculação intramuscular com vírus purificado ou proteínas virais, confirmando 

que apenas quando o papiloma estiver danificado, ou um limiar de natureza 

desconhecida é alcançado através de imunização, os antígenos virais entram em 

contato com as células imunes (Campo, 1998).  

A resposta imune pobre para o BPV parece ser uma das principais razões 

da persistência de infecção: mesmo em hospedeiros imunocompetentes, os 

papilomas persistem por vários meses antes de ocorrer regressão. 

Recentemente, tem se tornado claro que, além da imunoevasão passiva devido 

ao ciclo de infecção viral ser confinado ao epitélio, os papilomavírus têm 

desenvolvido vias ativas para esquivar-se do sistema imune do hospedeiro 

(Campo, 2006). Entre elas, encontra-se a regulação do MHC-I por E5, que ocorre 

em vários níveis: a transcrição do gene da cadeia pesada (heavy chain) do MHC-I 

é reduzida, o peptídeo da cadeia pesada do MHC-I é degradado e o complexo 

MHC-I é sequestrado nas cisternas do Golgi e é irreversivelmente impedido de 

chegar à superfície celular (Marchetti et al., 2002; Araibi et al., 2006). A retenção 

do MHC-I na cisterna do Golgi é o resultado de pelo menos dois eventos. Em 

primeiro lugar, à alcalinização induzida por E5 do aparelho de Golgi e, em 

segundo lugar, por uma interação física direta entre E5 e HC do MHC-I (Venuti et 

al., 2011). 
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Evidências indicam que o processo de regressão dos papilomas seja 

mediado por uma resposta imune celular, enquanto que a proteção contra a 

infecção seja devida a anticorpos neutralizantes (Campo, 1997). Embora a grande 

maioria das lesões eventualmente regrida, a resposta imune do hospedeiro frente 

aos antígenos virais é surpreendentemente pobre, com pouca ou nenhuma 

resposta humoral ou celular detectada. Alguma resposta imune pode ser 

normalmente detectada somente nos estágios tardios da infecção ou quando as 

lesões progridem para processos malignos (Konya & Dillner, 2001). 

A falha do sistema imune em reconhecer os vírions pode ser explicada 

pelo fato de que o ciclo de infecção dos PV é não-lítico e, portanto não provoca 

nenhum sinal pró-inflamatório que ative células dendríticas e induza sua migração 

para o local da infecção. A natureza não-lítica da infecção por papilomavírus limita 

a produção de antígenos que são processados e apresentados ao sistema imune 

adaptativo (Kanodia et al., 2007). 

Apesar de o capsídeo viral estar inacessível às células do sistema imune, 

as células infectadas nas camadas internas do epitélio, que estão expressando as 

proteínas virais precoces (E5, E6 e E7), poderiam estar sujeitas à vigilância das 

células efetoras antivirais, incluindo linfócitos T citotóxicos (Nicholls & Stanley, 

2000). Embora estas proteínas virais sejam imunogênicas quando administradas 

como vacinas (Tindle, 1996), os antígenos virais não são eficientemente 

apresentados ao sistema imune, nem eles devem ser expressos em níveis 

detectáveis para o sistema imune durante a infecção natural. Isso acarretará uma 

ativação ineficiente das células T, resultando em uma ignorância imunológica e/ou 

tolerância às células infectadas (O’Brien & Campo, 2002). 
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2.8 Estratégias de Imunização 

 

Papilomavírus não podem ser cultivados em laboratório para produção de 

vírions ou proteínas virais, que seriam fonte de antígenos para testes sorológicos 

e desenvolvimento de vacinas convencionais de vírus inativos (Da Silva et al., 

2001). Por essa razão, as vacinas contra papilomavírus atualmente em 

desenvolvimento empregam a tecnologia da engenharia genética. 

Vários estudos testaram a eficácia de vacinas contra infecções por PV 

baseados nos produtos dos genes estruturais e não-estruturais do vírus (Hu et al., 

2002). As vacinas terapêuticas são baseadas na indução de imunidade celular 

contra células expressando antígenos virais, visando a regressão das lesões. As 

proteínas não-estruturais, principalmente E6 e E7, são os alvos dessas vacinas, 

uma vez que são muito expressas em células de tumores associados a 

papilomaviroses (Han et al., 1999; Münger et al., 2001). Contudo, a principal 

proteína dos BPVs 1 e 2, relacionada à transformação celular é E5 (Campo, 

2006).  

As vacinas profiláticas são baseadas na indução de anticorpos 

neutralizantes capazes de prevenir novas infecções. Para isso, os antígenos 

utilizados baseiam-se nas proteínas estruturais do capsídeo viral L1 e L2 (Nicholls 

& Stanley, 2000; Campo, 2002). Vacinação intramuscular de bezerros com vírions 

purificados de BPV-2, -4 e -6 conferiu proteção dos animais frente a um desafio 

subsequente por infecção dos vírus (Jarrett et al., 1990). Embora L2 apresente 

alguns epítopos capazes de induzir produção de anticorpos neutralizantes, a 
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grande maioria destes é produzida por VLPs formadas por apenas L1 ou L1/L2 

(Schiller & Lowy, 2001). 

Vacinas de L1 de BPV-2 induzem a produção de anticorpos neutralizantes 

contra o vírus e previnem a infecção (Jarrett et al., 1991). Um efeito semelhante 

foi obtido com L1 de BPV-1 que protegeu bezerros contra desafio por BPV-1 após 

a vacinação (Pilacinski et al.,1986). Contudo, vacinas de L2 de BPV-2 induzem 

regressão das verrugas nas quais há grande infiltração de linfócitos e macrófagos. 

Vacinas de L2 de BPV-2 não proporcionam proteção contra desafio viral, 

mas induzem a regressão precoce de verrugas; anticorpos contra o antígeno são 

gerados nos animais vacinados, mas eles não são neutralizantes. Grandes 

infiltrados de linfócitos e macrófagos são observados nas verrugas em regressão, 

indicando uma resposta imune celular (Campo, 1997). 

 

2.8.1 Virus-like particles 

O desenvolvimento de uma estratégia vacinal para fins profiláticos tem 

como base o uso de sistemas que simulasse o vírion selvagem e desta forma 

estimulasse a produção de anticorpos neutralizantes pelo hospedeiro. A 

capacidade intrínseca das proteínas que formam o capsídeo de alguns vírus, 

entre eles o papilomavírus, de se organizarem depois de expressas em sistemas 

recombinantes (constituindo o que se denominou de VLP), tem proporcionado 

este desenvolvimento vacinal (Figura 5) (Noad & Roy, 2003; Garcea & Gissmann, 

2004). 

As VLPs são indistinguíveis dos vírions nativos e preservam os epítopos 

conformacionais necessários à indução de anticorpos neutralizantes e também 

são capazes de promover resposta celular (Dupuy et al., 1999; Palker et al., 
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2001). Por não conterem o genoma viral, estas VLPs não são infecciosas ou 

oncogênicas e representam, portanto, uma excelente estratégia para o 

desenvolvimento de vacinas profiláticas contra os papilomavírus (da Silva et al., 

2001). Embora L2 apresente alguns epítopos capazes de induzir produção de 

anticorpos neutralizantes, a grande maioria destes é produzida por VLPs 

formadas por apenas L1 ou L1/L2 (Schiller & Lowy, 2001). Quando expressa em 

sistemas eucarióticos e em alguns sistemas procarióticos, L1 possui uma 

propriedade intrínseca de auto-montar em VLPs (Kirnbauer et al., 1992; Aires et 

al., 2006).  

 

Figura 5. Estrutura de VLPs para uma variedade de vírus. A morfologia do capsídio e as 

proteínas expressadas para obtenção da VLP são ilustradas. Em cada caso a 
microscopia eletrônica da VLP produzida é mostrada. Abreviações: BTV – vírus da língua 
azul; HCV – vírus da hepatite C; HEV – vírus da hepatite E; HPV – papilomavírus 
humano; SIV HIV – VLP híbrida entre vírus da imunodeficiência dos símios (gag) e vírus 
da imunodeficiência humana (env) (Noad & Roy, 2003). 
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Em alguns casos, VLPs parecem não requerer o uso de adjuvantes para 

alcançar forte estimulação imune. Os efeitos auto-adjuvantes dessas VLPs são 

inerentes por sua tendência em ter um tamanho adequado para fagocitose pelas 

células dendríticas, para processamento e apresentação pelo MHC de classe II, 

assim como promover diretamente a maturação e migração de células 

dendríticas, essenciais para a estimulação da resposta imune inata (Fifis et al., 

2004; Gamvrellis et al., 2004). 

A eficiência das VLPs na indução da resposta imune e prevenção da 

infecção por papilomavírus foi primeiramente testada em modelos animais, como 

canino (Suzich et al., 1995), leporino (Breitburd et al., 1995) e bovino (Kirnbauer et 

al., 1996). 

 

2.8.2 Vacina de DNA 

As vacinas gênicas surgiram com a introdução de genes ou fragmentos 

de genes, que codificam antígenos potencialmente imunogênicos, em vetores 

virais ou em DNA plasmidial capazes de estimular tanto a resposta imune celular 

quanto humoral (Rodrigues Jr et al., 2004). Os vetores virais apresentam um risco 

potencial e podem desencadear um processo inflamatório, já as vacinas de DNA 

que utilizam plasmídeos são relativamente estáveis, mas precisam ser testadas e 

melhoradas (Liu, 2003). 

O princípio da ação das vacinas de DNA está ilustrado na figura 6. 

Basicamente, o DNA codificando um antígeno vacinal é clonado num vetor 

plasmidial e liberado no organismo por uma variedade de rotas, incluindo injeção 

intramuscular. O antígeno é produzido dentro das células do organismo vacinado 

e, portanto, usa a maquinaria transcricional do hospedeiro. A proteína vacinal 
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(contendo os epitopos íntegros) é reconhecida pelo sistema imunológico e 

promove uma resposta imune. Desta forma, as vacinas de DNA atuam de forma 

semelhante às vacinas virais atenuadas, sendo capazes de efetivamente 

induzirem resposta humoral e celular (Dunham, 2002). 

Diversos trabalhos têm demonstrado a indução da imunidade protetora 

em camundongos pela imunização genética contra uma variedade de 

microrganismos, como vírus (Davis & McCluskie, 1999), bactérias e protozoários 

(Kalinna, 1997), e ainda contra o câncer (Liu et al., 2004a) e algumas doenças 

autoimunes (Ramshaw et al., 1997). Na medicina humana, as pesquisas com 

vacinas de DNA têm sido direcionadas principalmente para a AIDS, malária e 

tuberculose (Wang et al., 1998, Wang et al., 2005; Zhang et al., 2007a). A 

utilização da vacinação por DNA na terapia contra tumores gerou resultados 

satisfatórios (Liu et al., 2004) e, recentemente, resultou no controle de 

crescimento de melanoma em estágio avançado (Liao et al., 2006). 

 

 
 
Figura 6. Representação da ação das vacinas de DNA. O gene de interesse X é clonado em vetor 
plasmidial e inoculado no organismo. Dentro da célula do hospedeiro, o gene é codificado, 
processado e reconhecido pelo sistema imune (células B ou T citotóxicas) (Weiner & Kennedy, 
1999). 
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A imunização genética também tem sido documentada como uma 

estratégia efetiva para a indução de imunidades humoral e celular num grande 

número de modelos animais, como os exemplos vistos em ovinos (Candido et al., 

2003), suínos (Gerdts et al., 1997), caninos (Suzich et al., 1995), coelhos (Hu et 

al., 2002), entre outros. No caso de bovinos há estudos envolvendo BHV-1 

(Herpesvírus bovino tipo 1), BRSV (Vírus Sincicial Respiratório Bovino) e BVDV 

(Vírus da Diarréia Bovina) (Schrijver et al., 1997).  

A vacinação de bezerros com a proteína E7 de BPV-4 não previne a 

infecção. Entretanto, nos animais vacinados, o desenvolvimento de papiloma é 

mais lento e a duração da papilomatose mais curta do que nos animais controle. 

Em animais vacinados, papilomas não atingem o estágio final de desenvolvimento 

e começam a regredir numa fase anterior (Campo et al., 1993). Os animais 

vacinados produzem altos títulos de anticorpos dirigidos para três epítopos de 

células B imunodominantes (Chandrachud et al., 1994) e desenvolvem uma forte 

resposta imune celular para dois epítopos de células T (McGarvie et al., 1995).  

A imunidade é conferida pela porção N-terminal de L2 (Chandrachud et 

al., 1995) e os animais vacinados desenvolvem anticorpos neutralizantes contra o 

vírus (Gaukroger et al., 1996). Três epítopos de células B imunodominantes foram 

identificados na porção N-terminal de L2 (Knowles et al., 1997), e um único 

peptídeo de 20 aminoácidos de comprimento (resíduo 131-151) correspondendo a 

um dos epítopos é suficiente para uma proteção total da infecção (Campo et al., 

1997).  

A despeito das informações da literatura não existe até o momento 

produto algum para o controle tanto da papilomatose bovina como para o sarcóide 
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eqüino, bem como nenhuma vacina (profilática ou terapêutica), seja experimental 

ou comercial. 

 

2.9 Sistemas de Expressão Heteróloga 

 

Um sistema ideal de expressão de genes heterólogos deve levar em 

consideração as características e as futuras aplicações dos compostos expressos 

a partir do gene de interesse. Esses critérios são ditados predominantemente 

tanto por questões econômicas, quando estiver tratando de produção de enzimas 

de interesse industrial, como por questões de biosegurança, se considerar a 

produção de fármacos (Strasser & Gellissen, 1998). 

A bactéria Escherichia coli tem sido exaustivamente utilizada como 

hospedeiro recombinante por várias razões, incluindo: facilidade de rápida e 

precisa modificação do genoma, crescimento rápido até altas densidades 

celulares, facilidade de cultivo em meios de baixo custo e facilidade de redução 

de atividade protease. E. coli pode acumular proteínas heterólogas em até 50% 

de seu peso celular seco (Swartz, 1996). Entretanto, há muitas desvantagens, tais 

como a inabilidade para modificações pós-traducionais, presença de pirógenos 

tóxicos na parede celular e formação de corpos de inclusão contendo a proteína 

heteróloga insolúvel e agregada (Demain & Adrio, 2008).  

Como um sistema de expressão, as leveduras oferecem vantagens 

distintas sobre outros sistemas de expressão, tanto em termos de capacidade e 

produtividade, bem como a segurança comprovada de proteínas virais derivadas 

de leveduras para aplicações farmacêuticas (Morton & Potter, 2000). 
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Comparada à expressão em E. coli, a produção de proteínas heterólogas 

em leveduras permite um processamento mais similar ao encontrado em células 

animais, pois o ambiente intracelular da levedura é mais adequado para 

ocorrência de várias reações que normalmente acontecem em células de 

mamíferos, como certas modificações pós-traducionais, tais como glicosilações e 

fosforilações (Daly & Hearn, 2005). 

O sistema de expressão em células de levedura contorna também várias 

das dificuldades encontradas em outros sistemas de expressão eucarióticos. 

Cultura de células de insetos e células de mamíferos são empregadas 

satisfatoriamente como sistemas de expressão heterólogo. No entanto, 

apresentam algumas desvantagens: crescimento em meios caros, baixo nível de 

expressão, manutenção complexa e processo de purificação complexo (Shuler & 

Kargi, 2001; Montor & Sogayar, 2003). 

As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris são 

amplamente utilizadas como sistema de expressão heteróloga (Gellissen, 2000). 

 

2.10 Levedura Pichia pastoris 

 

Pichia pastoris é uma levedura metilotrófica, ou seja, pode crescer em 

metanol como única fonte de carbono. É um ascomiceto homotálico, que 

normalmente encontra-se haplóide no estado vegetativo e multiplica-se por 

brotamento multilateral, e pode ser manipulada por métodos genéticos clássicos 

(Cereghino & Cregg, 2000; Gellissen et al., 2005).  

P. pastoris é uma das aproximadamente 30 espécies de levedura 

representadas em 2 gêneros diferentes (Pichia e Candida) capazes de 
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metabolizar metanol (Kurtzman & Robnett, 1998). A via metabólica do metanol 

parece ser a mesma em todas as leveduras e envolve um único conjunto de vias 

enzimáticas. O primeiro passo no metabolismo do metanol é a oxidação do 

metanol a formaldeído, gerando peróxido de hidrogênio, pela ação da enzima 

álcool oxidase (AOX). Para evitar a toxicidade causada pelo peróxido de 

hidrogênio, esse primeiro passo ocorre dentro de uma organela celular 

especializada, chamada peroxissomo, que coverte o produto tóxico a água e 

oxigênio pelas catalases presentes nesta organela (Cregg et al., 2000). Uma 

porção do formaldeído, gerado pela AOX, deixa o peroxissomo e é oxidada a 

formato e dióxido de carbono por duas desidrogenases citoplasmáticas, reações 

que são fonte de energia para o crescimento celular em metanol. O formaldeído 

que permanece no peroxissomo é utilizado como precursor de constituintes 

celulares. As principais reações envolvidas no metabolismo do metanol estão 

indicadas na figura 7. 

 

 

Figura 7. Metabolização do metanol em P. pastoris. 1. Álcool oxidase; 2. Catalase; 3. Formaldeído 
desidrogenase; 4. Formato desidrogenase; 5. Deidroxiacetona sintetase; 6. Deidroxiacetona 
quinase; 7. Frutose-bifosfato aldolase; 8. Frutose bifosfatase; 9. Formaldeído redutase. Fonte: 
adaptada Zhang et al. (2000) e Houard et al. (2002). 
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A enzima tem uma baixa afinidade por O2, o que é compensado pela 

produção de grandes quantidades, chegando a mais de 30% das proteínas 

solúveis totais nas células cultivadas em metanol (Cereghino & Cregg, 2000; 

Gellissen et al., 2005).  

Existem dois genes que codificam a álcool oxidase em P. pastoris, AOX1 

e AOX2, porém o AOX1 é responsável pela maioria da atividade da enzima álcool 

oxidase na célula. A expressão do gene AOX1 é fortemente regulada e induzida 

por metanol a altíssimos níveis. O promotor do gene AOX1 é fortemente reprimido 

em células cultivadas com glicose e outras fontes de carbono, mas é induzido 

mais de 1000 vezes quando são transferidas para meios contendo metanol como 

única fonte de carbono (Cereghino, 2002). A capacidade de indução do promotor 

AOX1 pelo metanol pode, portanto, ser usada para direcionar a expressão de 

proteínas recombinantes em altos níveis até mesmo com a integração de uma 

única cópia do cassete de expressão (Daly & Hearn, 2005). 

Embora o promotor AOX venha sendo usado com muito sucesso para 

direcionar a expressão de várias proteínas recombinantes, existem algumas 

circunstâncias em que essa produção não seria muito conveniente, devido à 

necessidade de metanol para indução da expressão. Nesses casos, uma boa 

alternativa seria a utilização de promotores constitutivos que utilizem fonte de 

carbono diferente, entre eles estão os promotores GAP, FLD1, PEX8, YPT1 e 

PGK1. 

Sistemas que utilizam vetores com o promotor GAP (gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase) necessitam de glicose como fonte de carbono e são 

amplamente utilizados apresentando níveis de expressão semelhantes ou até 

maiores daqueles observados com o promotor AOX1 (Vassileva et al., 2001), 
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porém, por ser constitutivo, ele só é apropriado para proteínas recombinantes que 

não sejam tóxicas às células. O promotor FLD1 é originado do gene que codifica 

a enzima formaldeído desidrogenase que participa do metabolismo do metanol. 

Ele pode ser induzido por metanol, metilamina ou ambos, o que resulta em um 

alto nível de produção (Resina et al., 2004). Já os promotores YPT1, induzido por 

manitol (Sears et al., 1998) e construído a partir do gene da GTPase, e o PEX8, 

proteína da matriz peroxisomal (Liu et al., 1995), não são muito utilizados, 

provavelmente pelos baixos níveis de expressão obtidos (Cregg et al., 2000). 

O promotor PGK1 tem origem no gene da enzima 3-fosfoglicerato 

quinase. Essa enzima participa da via glicolítica (representando cerca de 30-60% 

do total de proteínas solúveis), transferindo o grupo fosfato do 1,3-bifosfoglicerato 

para o ADP, formando ATP e 3-fosfoglicerato. Esta enzima também atua na via 

gliconeogênica e pode constituir cerca de 5% do total de proteínas celulares, 

sendo a enzima constitutivamente expressa e seu promotor considerado forte 

(Holland & Holland, 1978). Um esquema das vias glicolítica e gliconeogênica é 

mostrado na figura 8. 

Devido aos altos níveis de expressão, esse promotor tem sido isolado e 

utilizado na construção de vetores de expressão em várias leveduras e fungos 

filamentosos como, por exemplo, Saccharomyces cerevisiae (Grange et al., 

1996), Candida maltosa (Masuda et al., 1994), Yarrowia lipolytica (Dall et al., 

1996), Kluyveromyces lactis (Fournier et al., 1989) e Aspergillus nidulans 

(Streatfield et al., 1992). 

O gene PGK1 de P. pastoris foi isolado e caracterizado por Almeida et al. 

(2005). Tal promotor tem mostrado altos níveis de expressão quando as células 

são crescidas em glicose e comparadas com crescimentos em glicerol e metanol 
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(Almeida et al., 2005). Já foi relatado o uso do promotor PGK1 de P. pastoris para 

a produção de α-amilase de Bacillus subtilis (Almeida et al., 2005; Arruda, 2008) e 

quimosina de Bos Taurus (Araújo, 2008). Nos três trabalhos, a produção das 

proteínas recombinantes sob controle do promotor PGK1 se mostrou igual ou 

superior àquelas controladas pelo promotor AOX1.  

 

 

 

Figura 8. Ilustração das vias glicolítica e gliconeogênica. (A) Esquema de parte da via glicolítica 
com ênfase para formação de ATP e 3-fosfoglicerato mediada pela enzima 3-fosfoglicerato 
quinase; (B) Esquema da via gliconeogênica, enfatizando a ação da enzima 3-fosfoglicerato 
quinase.   

 

 

Nos últimos anos, a levedura metilotrófica Pichia pastoris tem sido usada 

com grande sucesso como sistema de expressão na qual aproximadamente 300 

proteínas heterólogas diferentes já foram produzidas (Cereghino & Cregg, 2000). 

Tal sistema de expressão apresenta características peculiares que exercem 

muitas vantagens sobre outros sistemas (Macauley-Patrick et al., 2005). A maior 

vantagem de P. pastoris sobre sistemas de expressão em bactérias é o potencial 

para fazer muitas modificações pós-traducionais tipicamente associadas a 

eucariotos superiores, como processamento de sequências sinais, conformação, 
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formação de pontes dissulfeto, certos tipos de adição de lipídios, e glicosilações, 

modificações necessárias para atividade biológica das proteínas (Macauley-

Patrick et al., 2005).  

Proteínas heterólogas expressas em P. pastoris podem ser produzidas 

em grandes quantidades tanto intracelularmente como secretadas ao meio de 

cultura. Devido ao fato desta levedura secretar poucas proteínas nativas, a 

purificação de proteínas heterólogas no sobrenadante da cultura é facilitada. 

Outras características vantajosas de P. pastoris como sistema de expressão 

heterólogas são o fato desta levedura ter o status GRAS (Generally Regarded As 

Safe) e ter a habilidade de glicosilar proteínas de forma mais próxima aos 

mamíferos (em média 8-14 resíduos de manose) (Liu et al., 2004b), ao contrario 

de S. cerevisiae que pode hiperglicosilar as proteínas heterólogas adicionando 

mais de 40 resíduos de manose (Cereghino & Cregg, 2000). 

Outra vantagem é que as técnicas requeridas para manipulação 

molecular de P. pastoris são similares às descritas para S. cerevisiae. A forma 

preferencial de transformação em P. pastoris é via integração cromossomal por 

recombinação homóloga. Há várias vantagens em utilizar a transformação 

integrativa, dentre elas, a estabilidade do cassete de expressão, a obtenção de 

transformantes com múltiplas copias e o controle do sitio de integração 

(Sreekrishna et al., 1997). 

Alem disso, os vetores de expressão gênica para uso com a levedura P. 

pastoris estão bem estabelecidos com suas sequências promotora, de término da 

transcrição, de integração no genoma e secreção bem caracterizadas (Daly & 

Hearn, 2004). Os vetores também apresentam marcas de seleção. As marcas 

existentes são limitadas aos genes da via biossintética HIS4 de P. pastoris e S. 
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cerevisiae, e ARG4 de S. cerevisiae, e o gene Sh ble do Streptoalloteichus 

hindustanus o qual confere resistência à droga Zeocina®, relacionada à 

bleomicina (Higgins et al., 1998). 
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3. Objetivos 

 

3.1 Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de estratégias 

vacinais para o controle das doenças associadas ao papilomavírus bovino 

baseada em vacina de subunidade e imunização genética. 

 

3.2 Específicos 

 

1 Expressar os genes L1 dos BPVs 1, 2 e 4 em levedura Pichia pastoris sob o 

controle do promotor induzível por metanol AOX1; 

2 Expressar o gene L1 de BPV-1 códon-otimizado em levedura P. pastoris sob o 

controle do promotor induzível por metanol AOX1 e do promotor constitutivo 

PGK1; 

3 Produzir as proteínas L2 e E5 de BPV-1 em células de mamíferos transfectadas 

com vetor plasmidial contendo os genes L2 e E5.  
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Abstract 

 

The bovine papillomavirus (BPV) has been widely characterized by the economic 

importance in livestock, being associated with cutaneous papillomatosis and tumors in the 

urinary bladder and in the upper gastrointestinal tract. The protection against BPV 

infection is conferred by neutralizing antibodies against the major capsid protein L1. The 

yeast Pichia pastoris is an efficient and low cost heterologous expression system for 

production of high levels of protein, with some advantages over other systems. The PGK1 

promoter originates from the gene of the 3-phosphoglycerate kinase enzyme, which is 

involved in both the glycolytic and gluconeogenic pathways. Therefore, this promoter has 

been used in the construction of expression vectors in various yeasts and filamentous fungi. 

In this work, it was evaluated the secretory expression of BPV1 capsid protein in P. 

pastoris using the recently isolated PGK1 promoter. After growth in media with glucose, 

L1 gene transcription was observed by RT-PCR and L1 protein was detected in the 

supernatant of the culture by dot blot assay. The results showed that P. pastoris 

recombinants were able to express BPV1 L1 gene but they were not efficient to secrete the 

recombinant protein. 

 

Key words: Bovine papillomavirus; Pichia pastoris; PGK1 promoter. 

 

 

1. Introduction 

 

Papillomaviruses are a group of small, nonenveloped, circular double-stranded 

DNA viruses, characterized by inducing the formation of warts or papillomas in a variety 

of organisms. These lesions are usually benign and may regress naturally or progress to 

malignant tumors (Campo, 2006). In cattle, bovine papillomavirus (BPV) is the etiologic 

agent of cutaneous papillomatosis and neoplasia of the upper gastrointestinal tract and 

urinary bladder (Borzacchiello and Roperto, 2008). BPV-associated diseases are important 

economically leading to economic depreciation of animals, deterioration of the appearance 

and of the animal leather (Campo, 2002; Mello and Leite, 2003). Additionally, BPV1 is 

recognized as the most important etiological agents in the development of fibroblastic skin 

tumors, or equine sarcoids, which affect horses, donkeys, and mules (Chambers et al., 

2003; Nasir and Campo, 2008). 
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The main strategies to develop vaccines against papillomaviruses are associated 

with the major capsid protein L1. These antibodies can be efficiently induced by 

immunization with virus-like particles (VLPs) that are formed spontaneously after the L1 

gene expression in recombinant systems (Kirnbauer et al., 1992). Pichia pastoris 

expression system has been widely used for the production of recombinant proteins, 

offering many advantages over other systems (Macauley-Patrick et al., 2005). 

The majority of the proteins produced in P. pastoris have used the methanol-

inducible alcohol oxidase (AOX1) promoter. Although the AOX1 promoter has been 

effective for the expression of various recombinant proteins, there are some disadvantages 

in using this promoter such as: the necessity of two carbon sources, with a switching over 

from one to the other at a precise time point; constant monitoring of methanol during the 

fermentation process; and the long time required to achieve peak product production 

(Vassileva et al., 2001; Macauley-Patrick et al., 2005). An alternative would be the use of 

constitutive promoters such as the 3-phosphoglycerate kinase (PGK1) promoter. This 

promoter participates of the glycolytic and gluconeogenic pathway. Due to the high levels 

of expression, PGK1 promoter has been used in the construction of expression vectors for 

several yeasts and filamentous fungi (Fournier et al., 1989; Vanhanen et al., 1991; 

Streatfield et al., 1993; Grange et al., 1996). Unlike the AOX1 promoter system, biomass 

generation and recombinant protein production occur simultaneously in medium 

containing glucose or glycerol. 

Recently, PGK1 gene from P. pastoris was isolated and characterized (Almeida et 

al. 2005). The PGK1 promoter is available in an integrative based expression vectors. The 

levels of expression under the control of the PGK1 promoter have been significantly higher 

than under AOX1 promoter and the time of peak product concentration is lower (Almeida 

et al., 2005). 

This study aimed to express BPV1 capsid gene L1 in yeast P. pastoris under the 

control of the recent isolated PGK1 promoter. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Construction of expression vector 

 

All DNA manipulations were performed according to standard protocols as 

recommended by Sambrook et al. (1989). 
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BPV1 L1 gene was synthesized with codons optimized for expression in P. pastoris 

yeast. The codon usage analysis of the heterologous gene and the host organism was 

performed by the online program Graphical Codon Usage Analyzer 

(http://gcua.schoedl.de). The codon-optimized L1 gene was cloned into pPGKΔ3 

expression vector. Basically, this vector contains the PGK1 promoter, the S. cerevisiae α-

factor secretion signal sequence downstream of the PGK1 promoter and the selectable 

marker Zeocin, which selects the transformants in both E. coli and Pichia. E. coli TOP10 

were transformed and plated onto low salt LB medium (0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, 1% 

Tryptone, pH 7.5) supplemented with 25 µg/mL Zeocin
®
 (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil). 

The presence and orientation of the insert were analyzed by PCR, enzyme digestion and 

sequencing (ABI3100 sequencer, Applied Biosystems). The L1 proteins were expressed 

fused to a 6xHis tag at the C-terminus. 

  

2.2 Transformation of P. pastoris and selection of recombinants 

 

Pichia pastoris X-33 was transformed by electroporation with the expression 

plasmids previously linearized by enzyme digestion using Multiporator system (Eppendorf, 

Hamburg, Germany). P. pastoris transformed with empty pPGKΔ3 plasmid was used as 

negative control. Immediately after the pulse, cold 1M sorbitol was added and the cells 

were incubated for 2 hours at 30°C. The transformants were selected on plates with YPDS 

medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose, 1M sorbitol) containing 100, 500 and 

1000 μg/mL Zeocin and incubated for 2-3 days at 30C. The presence of the integrated 

expression plasmids in the transformants was confirmed by colony PCR. 

 

2.3 Expression of L1 gene in P. pastoris 

 

P. pastoris recombinants, obtained by selection on Zeocin, were first screened for 

production of L1 protein by deep well induction assay. Briefly, the recombinants were 

inoculated in 1 ml of BMD medium (100 mM potassium phosphate pH 6.0, 1.34% YNB, 

0.002% biotin, 2% glucose) and incubated at 28°C for 72 hours under vigorous shaking. 

After this, the cells were collected and centrifuged (15000 rpm for 5') and the supernatants 

were used to analyze to the production of L1 protein by dot blot assay using anti-6xHis 

alkaline phosphatase conjugated (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil). 
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The transformants selected on the deep well assay were then cultured in baffled 

flasks. The clones were inoculated in 50 ml of BMDY medium and incubated at 28°C 

under vigorous shaking. Aliquots of 10 ml were collected after 24, 48, 72 and 96 hours, 

centrifuged and the supernatant were stored for further analysis. 

 

2.4 RT-PCR 

 

Yeast cells were recovered after 72 hours of growth BMDY medium and total RNA 

was extracted from the samples using SV Total RNA Isolation System kit (Promega, Sao 

Paulo, Brazil), following the manufacturer's recommendations. The L1 mRNA was 

detected by RT-PCR using the Improm-II Reverse Transcription System (Promega). The 

amplification was performed with specific primers that amplify a 500bp internal fragment 

from BPV1 L1 gene. 

 

2.5 Dot blot assay 

 

First, the supernatant of the culture was precipitated with 20% trichloroacetic acid 

(TCA) (Sigma-Aldrich) for 2 hours at 4ºC, centrifuged, washed 3 times with 100% acetone 

(Vetec Quimica Fina, Sao Paulo, Brazil) and ressuspended in PBS 1X. Approximately 10 

µl of the precipitated supernatant was applied to nitrocellulose membrane. The membrane 

was allowed to dry and then, blocked with 2.5% non-fat dry milk and incubated with 

antibody anti-6xHis alkaline phosphatase conjugated (Sigma-Aldrich) at a dilution of 

1:20000.  After three washes with PBS-Tween, the membranes were revealed with 

NTB/BCIP substrate (Sigma-Aldrich). 

 

2.6 SDS-PAGE and Western blot assay 

 

The supernatant was precipitated as described above and the proteins were 

separated on 12.5% polyacrylamide gel electrophoresis. The gel was stained with 

Coomassie brilliant blue. For the Western blot, proteins were transferred onto PVDF 

membranes (Millipore, Sao Paulo, Brazil). The membranes were blocked in 5% non-fat 

dry milk for 1h and incubated overnight at 4°C with antibody anti-6xHis alkaline 

phosphatase conjugated at a dilution of 1:1000. Then, the membranes were washed three 
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times with PBS-Tween for 10 min. The L1 protein detection was performed using the 

VISIGLO
®
 chemiluminescent substrate (Amresco, Ohio, USA).  

 

3. Results  

 

BPV1 L1 gene was codon-optimized for efficient expression in P. pastoris. After 

synthesis, the gene showed 75% identity with the wild-type sequence (1108/1488 

nucleotides) and the codon usage frequency between the wild-type and the codon-

optimized gene was reduced from 13 to 8.5%. The codon-optimized BPV1 L1 gene was 

cloned into the non commercial pPGKΔ3 expression vector under the control of PGK1 

promoter, resulting in the pPGK1L1B1ot construction. P. pastoris was transformed with 

the construction and the recombinant yeasts were selected by Zeocin resistance. To explore 

the possibility of enhancing the gene expression, it was isolated putative multicopy 

recombinants by plating the recombinants on increasing concentration of Zeocin. The 

ability of the clones to grow in high concentrations of Zeocin should correlate with 

enhanced copy number. The majority of the analyzed clones grew in the three different 

concentrations of Zeocin. Then, the recombinants were screened for the recombinant 

protein by deep well induction assay followed by dot blot assay (Figure 1). 

 

Figure 1. 

    

The selected clones were grown in medium with glucose in baffled flasks and 

analyzed for heterologous gene expression and protein production. After 72 hours of 

growth, the yeast cells were collected and total RNA was analyzed for BPV1 L1 gene 

expression by RT-PCR. A 500-bp internal fragment of the L1 mRNA was detected in the 

recombinants, indicating L1 gene transcription (Figure 2). As a genomic DNA 

contamination control, a reverse transcription reaction without reverse transcriptase 

enzyme was performed for the samples analyzed (Figure 2). 

 

Figure 2. 

 

For analysis of protein production, the supernatant was recovered at 24, 48, 72 and 

96 hours of growth and precipitated in 20% TCA. The proteins precipitated from the 

supernatant were quantified by Bradford method. P. pastoris transformed with the 
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pPGK1L1B1ot construction showed higher production of proteins in the supernatant than 

yeast transformed with the empty vector (Figure 3A). In addition, the production of 

recombinant L1 protein was verified by western blot, but it was not possible to visualize 

the band related to the L1 protein (~55 kDa). The production of L1 protein was confirmed 

by a new dot blot assay (Figure 3B).  

 

Figure 3. 

 

4. Discussion 

 

Bovine papillomavirus is distributed worldwide in cattle herds and is recognized as 

the etiologic agent associated with various benign and malignant tumors and major 

economic losses. Currently, no vaccine or effective treatment exists to control these 

infections. Due to the lack of in vitro systems for production of virions or viral proteins, 

which would be a source of antigens, technology of genetic engineering have become 

valuable tool in the development of vaccines against papillomavirus (Campo, 2002). In this 

work, BPV1 L1 gene was expressed in P. pastoris under control of the recent characterized 

PGK1 promoter.  

The expression of BPV capsid gene has already been reported in heterologous 

expression systems such as baculovirus-infected insect cells (Kirnbauer et al., 1996) and 

transgenic plants (Love et al., 2012). The production of BPV capsid proteins has also been 

reported in the yeast P. pastoris (Jesus et al., 2012). In this study, the authors reported the 

expression of BPVs 1, 2 and 4 L1 genes using the methanol-inducible AOX1 promoter. In 

the present study, we report for the first time the production of BPV1 L1 protein using the 

constitutive PGK1 promoter of P. pastoris. Comparing expression profiles between the 

two promoters, it is possible to note that PGK1 promoter provides higher levels of 

expression of the L1 protein within 48 hours of heterologous protein production. These 

levels are treated by AOX1 promoter only about 96 hours of production. 

In addition, we chose to produce recombinant protein followed by its secretion to 

the extracellular medium (using the α-factor secretion signal of S. cerevisiae). The 

secretory expression may be advantageous because P. pastoris secretes a few native 

proteins, facilitating the purification process of recombinant products (Cereghino and 

Cregg, 2000). While P. pastoris can excrete other proteins efficiently (Cregg et al., 1993), 

some works have reported a limitation in the capacity to secrete recombinant proteins. 
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Vassileva et al. (2001) showed that Pichia appears to possess limited capacity to secrete 

hepatitis B surface antigen particles presumably because most of the antigen was 

sequestered in the membrane of the yeast. In the present work, it was not possible to detect 

the recombinant L1 protein in the supernatant by western blot, possibly due to some 

protein secretion failure or low gene expression. 

To support the heterologous gene expression, RT-PCR was performed to verify the 

presence of transcription of BPV1 L1 gene in the yeast clones. The assay detected L1 

mRNA after growth in glucose media. This result excludes the possibility of interruption of 

heterologous gene transcription or premature mRNA termination, as previously reported in 

other works in Pichia (Scorer et al., 1993; Boettner et al., 2007). 

The present study shows the constitutive expression of BPV L1 protein in P. 

pastoris using the PGK1 promoter, a candidate for the development of vaccination 

strategies against BPV infection. The PGK1 promoter can serve as an attractive alternative 

to the AOX1 promoter-based expression systems. However, the secretion expression may 

be not a good option for the production of recombinant protein in Pichia. To improve the 

protein production, an alternative would be the choice of intracellular expression of the 

recombinant protein in association with, more efficient and reproducible cell extraction 

methods. 
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Figure Captions 

 

Figure 1. Screening of recombinant P. pastoris for production of L1 protein. The clones 

were grown in glucose media for 72 h in deep well plates. After the supernatant were 

recovered and applied on nitrocellulose membrane. Each dot in the membrane represents a 

positive reaction of recombinant L1 protein with antibody anti-6xHis alkaline phosphatase 

conjugated. The reaction was revealed with NTB/BCIP substrate. 

 

 

Figure 2. RT-PCR of recombinant P. pastoris after 72 h of growth in glucose media. The 

mRNAs of BPV1 L1 gene was detected using specific primers that amplify a 500 bp 

fragment on the central portion of the nucleotide sequence. Lane M: 100bp DNA Ladder 

(Promega); Lanes 1 and 2: P. pastoris transformed with pPGK1L1B1ot construction, 

expressing the heterologous L1 gene; Lane 3: P. pastoris transformed with pPGKΔ3 

(empty vector, negative control of L1 expression); Lane 4, 5 and 6: respective control 

experiment of genomic DNA contamination, in which the reverse transcription reaction 

was performed without the reverse transcriptase enzyme; Lane C+: plasmid used as 

positive control reaction; Lane CR: control reaction (without DNA).  

 

 

Figure 3. Production of recombinant BPV1 L1 protein in the supernatant of P. pastoris. In 

(A), the proteins in the supernatant of the recombinants were quantified by Bradford 

method; both clones transformed with pPGK1L1B1ot construction showed higher 

production of proteins in the supernatant than yeast transformed with the empty vector. In 

(B), the proteins in the supernatant of the recombinants were analyzed for production of L1 

protein by dot blot assay; both clones were positive for L1 protein production after 72 h 

(dots A and B) and 96 h (dots C and D) of growth, while the clone transformed with empty 

vector was negative (dot E). 
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ABSTRACT. Papillomaviruses are known to cause tumor lesions, generally benign, in 

epithelial tissues of diverse organisms; these lesions may progress to cancer under suitable 

conditions. Bovine papillomavirus (BPV) can cause urinary bladder cancer and cancer of 

the upper gastrointestinal tract. Furthermore, BPV1 and BPV2 are implicated in the 

development of tumors in equids. Many studies with animal models clearly demonstrate 

that DNA vaccines are very effective tools in controlling viral infections, providing strong 

humoral and cellular immune responses. In this work, we have described the development 

of two vaccine constructs for the control of diseases caused by BPV. The 1st strategy is 

prophylactic and is based on the L2 gene; the 2nd is therapeutic and is based on the E5 

gene. Vaccine constructs were obtained and evaluated in vitro in mammalian cells. The 

results show the occurrence of E5 and L2 transcription and viral protein production. These 

results confirm the functionality of the vaccine constructs in mammalian cells. This is the 

1st step in the development of a DNA-based vaccine strategy for the control and/or 

treatment of diseases caused by BPV. 

 

Key words: Bovine papillomavirus; BPV; DNA vaccine.  

 

 

INTRODUCTION 

 

The cattle industry is one of the mainstays of the Brazilian international 

agribusiness. However, some diseases are considerably damaging this sector. Among them 

are diseases caused by papillomavirus, that is, papillomatosis and cancer. Bovine 

papillomatosis is characterized by the presence of tumors that occur in the skin, mucous 

membranes, and some organs. It is an important disease leading to economic depreciation 

of animals and the deterioration of the appearance of the animal and animal leather. 

Additional economic damage is caused by genital warts, since they lead to loss of 

reproductive function in both male and female cattle (Campo, 2003). Besides the benign 

tumors, there is the possibility, under the action of co-factors, of progression to cancer in 

the upper gastrointestinal tract or urinary bladder, which usually leads to the death of the 

animal (Campo, 2006). Currently, there are 13 known different types of bovine 

papillomavirus (BPV), classified according to biological properties and genome 



 67 

organization (Freitas et al., 2011; Lunardi et al., 2012). Although papillomaviruses are 

considered strictly species specific, BPV1 and, less frequently, BPV2, are recognized as 

the most important etiological agents in the development of fibroblastic skin tumors or 

equine sarcoids, which affect horses, donkeys, and mules (Chambers et al., 2003; Nasir and 

Campo, 2008). Currently, there is no vaccine or effective treatment for the control of 

papillomatosis and the related cancers.  

Several strategies have been used in the development of different types of vaccine 

(Kim et al., 2008). DNA vaccines have been considered because they are able to stimulate 

effective Cytotoxic T Lymphocyte (CTL) and antibody responses by delivering foreign 

antigens to Antigen Presenting Cells (APCs) that stimulate CD4+ and CD8+ T cells. 

Naked plasmid DNA vaccines offer a number of advantages when compared to classical 

vaccines (Gurunathan et al., 2000). They can be produced in a short time, the cost of large-

scale production is considerably lower, and the commercial distribution does not require a 

cold chain because these vaccines are stable at room temperature (Glenting and Wessles, 

2005). 

E5 protein is the major BPV oncoprotein that acts by disturbing the mechanisms of 

growth suppression and cell cycle control. Additionally, it interacts with growth factor 

receptors, activating cellular proliferation (Venuti et al., 2011). L2 protein is the minor 

viral capsid protein but is essential for papillomavirus infection. It is responsible for 

binding to a secondary viral receptor, thereby facilitating the exit from the endosome and 

the delivery of the viral genome to the nucleus (Karanam et al., 2009). 

Development of a prophylactic and therapeutic vaccine for BPV infection has 

become a key issue. This study aimed to construct vaccine vectors based on the BPV1 E5 

and L2 genes and to evaluate their potential for expression in mammalian cells. 

 

MATERIAL and METHODS 

 

The BPV1 E5 gene was codon-optimized for expression in mammalian cells and 

then synthesized by Epoch Biolabs Company (Texas, USA). Besides codon optimization, it 

was necessary to neutralize the transforming activity of this gene, since we aimed to 

construct a DNA vaccine for immunization. Therefore, glutamine 17 was replaced by 

glycine, as this substitution is known to eliminate the biological activity of the E5 protein 

(Sparkowski et al., 1994). The L2 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) 

from the complete BPV1 genome and cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega, 

Wisconsin, USA). For both genes, the AU1 epitope was inserted at the N-terminal portion 

to facilitate immunological detection (Lim et al., 1990). The genes were subcloned into the 

pCI-neo expression vector (Promega), generating the pCIE5sint and pCIL2 constructs. The 

presence and orientation of the insert were analyzed by PCR, enzyme digestion, and DNA 

sequencing. 

HEK 293 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, Sao 

Paulo, Brazil), 1% penicillin/streptomycin (Gibco), and 1% L-glutamine (Sigma, Sao 

Paulo, Brazil). Cells at approximately 80% confluence were transfected with the 

pCIE5sint, pCIL2 constructs or the empty pCI-neo vector (negative control) by using 

Polyfect
®
 transfection reagent (Qiagen, Sao Paulo, Brazil), following the manufacturer 

protocol. After 1 h of incubation, the transfection reagent was removed and complete 

DMEM was added. Cells were incubated for 48 h at 37°C in 5% CO2. The expression of 

viral genes and production of viral proteins were then evaluated as described below. 

To evaluate the transcription of the E5 and L2 genes, RT-PCR was performed on 

the transfected HEK 293 cells. Total RNA was extracted using the RNeasy RNA isolation 



 68 

kit (Qiagen). The synthesis of cDNA was performed using the ImProm
®
-II Reverse 

Transcription System (Promega), following the manufacturer recommendations. To 

eliminate the possibility of genomic DNA contamination of the RNA samples, the material 

was treated with DNase I (Promega). 

Protein expression was evaluated by western blot analysis. Protein extracts of the 

transfected cells were resuspended in denaturing buffer with protease inhibitor (Roche, Sao 

Paulo, Brazil) and heated at 95°C for 5 min. The proteins were separated on 12.5 and 15% 

SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes (Millipore, Sao Paulo, Brazil). The 

membrane was blocked with 5% nonfat dry milk, incubated with anti-AU1 monoclonal 

antibody (Covance, New Jersey, USA) (1:500) under agitation for 1 h, and washed 3 times 

with PBS 0.05% Tween 20. The membrane was then incubated for 1 h with anti-mouse 

IgG HRP conjugated (1:5000) (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA) and 

washed with PBS-0.05% Tween 20. Protein detection was performed using the ECL 

chemiluminescent kit (GE Healthcare, Sao Paulo, Brazil). 

Because E5 is a membrane protein, it was necessary to perform an 

immunoprecipitation assay before the western blot analysis. Therefore, the protein extract 

from cells transfected with the pCIE5sint construct was incubated for 5 min with 

radioimmunoprecipitation (RIP) buffer and protease inhibitor, homogenized, and 

centrifuged at 8000 rpm for 5 min. The supernatant then was incubated with anti-AU1 

antibody (1:150) for 1 h at 4°C under agitation. A suspension of protein A-Sepharose CL-

4B (Invitrogen) was then added and the mixture incubated for 1 h at 4°C with constant 

rotation. The immunocomplex was washed four times with cold RIP buffer, resuspended in 

denaturing buffer, and heated for 5 min at 95°C. 

 

RESULTS and DISCUSSION 

 

The production of an effective, safe, low-cost vaccine should lead to a large 

reduction in the incidence and mortality of animals infected with BPV. This virus is also an 

excellent model for human papillomavirus vaccination studies. For these reasons, BPV E5 

and L2 proteins have been considered strong candidates for DNA vaccines against bovine 

papillomatosis. In this work, the viral genes were cloned into an expression vector and 

evaluated for in vitro gene transcription and consequent production of viral proteins. 

Evaluation of viral gene transcription was performed by RT-PCR in HEK 293 cells 

transfected with pCIE5sint or pCIL2 constructs. As negative controls, we used cells 

transfected with empty pCI-neo vector and non-transfected cells. In this assay, we 

observed amplification of a specific 175-bp fragment related to the E5 gene and a 500-bp 

internal fragment of the L2 gene (Figure 1). There were no amplified products from 

samples where the reverse transcriptase enzyme was omitted, indicating there was no 

contamination with genomic DNA. 

 

Figure 1. RT-PCR detection of the viral genes transcription in the transfected cells using 

the gene-specific primers. A. Analysis of E5 gene transcription showing a fragment of 175 

bp. Lane M = 100-bp DNA ladder (Invitrogen); Lane 1 = control reaction (without DNA); 

Lanes 2, 4 and 6 = respectively, only HEK 293 cells, cells transfected with the empty pCI-

neo vector and cells transfected with pCIE5sint; Lanes 3, 5 and 7 = respective control 

experiment of genomic DNA contamination, in which the reaction was performed without 

the reverse transcriptase enzyme; Lane 8 = positive control reaction. B. Analysis of L2 

gene transcription showing the amplification a 500-bp fragment on the central portion of 

the L2 gene. Lane M = 100-bp DNA ladder (Invitrogen); Lanes 1 and 2 = only HEK 293 
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cells; Lanes 3 and 4 = cells transfected with the empty pCI-neo vector; Lanes 5 and 6 = 

cells transfected with pCIL2; Lane 7 = positive control reaction.  

 

Protein extracts of the transfected cells were assessed for the presence of the viral 

proteins by western blot. The assay detected bands of approximately the expected sizes for 

BPV1 E5 and L2 proteins (10 and 72 kDa, respectively), only in cells transfected with the 

pCIE5sint or pCIL2 constructs (Figure 2). It is noteworthy that the E5 protein was detected 

only after an immunoprecipitation step. This step solubilizes biomembranes, releasing the 

E5 protein from the cell membranes, resulting in a higher concentration of antigen in the 

extract (Disbrow et al., 2003). 

 

Figure 2. Western blot detection of E5 and L2 proteins produced in transfected cells. The 

proteins from only HEK 293 cells, cells transfected with the empty pCI-neo vector and 

cells transfected with pCIE5sint and pCIL2 were analyzed using antibody anti-AU1. A 

band of approximately 10 and 72 kDa (expected sizes for BPV1 E5 and L2 proteins) was 

detected only in the cells transfected with pCIE5sint and pCIL2, respectively. It was used 

the PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). 

 

Some studies have already shown the immunogenic potential of the L2 protein 

against papillomavirus infections, identifying neutralizing and tumor rejection epitopes. 

However, the main advantage of a vaccine using the L2 gene is the potential to induce a 

broad spectrum of neutralizing antibodies, possibly with immune cross-reactivity, i.e., L2 

can confer immune protection against a range of papillomaviruses, including HPV 

(Karanam et al., 2009; Jagu et al., 2011). In the case of E5, the possibility of using the gene 

as a therapeutic vaccine against papillomavirus is still underexplored. The BPV E5 protein 

is involved in cell transformation; its expression occurs both at the initiation of  and during 

viral infection, modifying the cellular response to growth factors and blocking the 

expression of the major histocompatibility complex (MHC) on the cell surface, making this 

gene attractive for use as a DNA vaccine (Borzacchiello and Roperto, 2008; Venuti et al., 

2011). 

The results presented here show in vitro transcription and translation of the E5 and 

L2 viral proteins, confirming the functionality of the vaccine constructs in mammalian 

cells. This is the 1st step in the development of a DNA-based vaccine strategy for the 

control and/or treatment of diseases caused by BPV. 
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Figure 1 

 

 

 

 

 

Figure 2 
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7. Discussão geral 

 

O papilomavírus bovino é distribuído mundialmente em rebanhos bovino e 

é reconhecido como o agente etiológico, associado a diferentes tumores benignos 

e malignos, com importantes perdas econômicas para o setor de pecuária leiteira 

e de corte. Além disso, este vírus está associado ao aparecimento de tumores 

malignos em equídeos cuja importância é reconhecida pelos criadores de animais 

de raça. Neste momento, não existe nenhuma vacina ou tratamento eficaz para 

controlar estas infecções. As vacinas desenvolvidas contra papilomavírus estão 

relacionadas com a tecnologia de engenharia genética, já que o vírus não pode 

ser cultivado in vitro para a produção de vírions ou proteínas virais (Campo, 

2002). Para o papilomavírus humano (HPV) já existem no mercado duas vacinas 

profiláticas baseada em VLP produzida em levedura Saccharomyces cerevisiae 

(Gardasil®, produzida pela Merck & Co.) e em células de inseto infectado por 

baculovírus (Cervarix®, produzida pela GlaxoSmithKline).  

Nesse trabalho, nós abordamos o tema de estratégias vacinais contra 

doenças associadas ao papilomavírus bovino por meio da avaliação da expressão 

da proteína L1 de BPV em sistema baseado na levedura P. pastoris e construção 

e avaliação in vitro de vetores vacinais baseados nos genes E5 e L2 de BPV.  

O sistema de expressão P. pastoris foi usado com a finalidade de produzir 

as proteínas L1 dos BPVs 1, 2 e 4 como primeiro passo para implementação de 

uma estratégia vacinal baseada em VLPs. Para aumentar os níveis de produção 

da proteína recombinante, o gene L1 de BPV-1 foi códon-otimizado para 

expressão em P. pastoris. Alternativamente, para obter maiores níveis de 

produção e adquirir um produto potencialmente patenteável, o gene L1 códon-
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otimizado foi clonado em vetor de expressão não comercial pPGKΔ3, sob controle 

do promotor constitutivo PGK1.  

Estratégias baseadas em VLPs são, conforme demonstrado em humanos, 

bons candidatos para o desenvolvimento de vacinas profiláticas contra 

papilomavírus. A expressão de proteínas do capsídeo do papilomavírus humano 

foi relatada em vários sistemas de expressão heterólogos, tais como bactérias 

(Nardelli-Haefliger et al., 1997; Chen et al., 2001; Aires et al., 2006), leveduras 

(Sasagawa et al., 1995; Park et al., 2008), células de insetos infectadas com 

baculovírus (Kirnbauer et al., 1993) e plantas transgênicas (Liu et al., 2005; 

Varsani et al., 2006; Kohl et al., 2007). VLPs de BPV produzidas em células de 

inseto foram descritas como excelentes candidatos vacinais contra infecção por 

BPV-4 (Kirnbauer et al., 1996). 

Alguns autores têm relatado a expressão e purificação da proteína L1 de 

HPV em P. pastoris, caracterizando esse sistema como uma potencial plataforma 

vacinal devido ao seu baixo custo e aos altos níveis atingidos de produção da 

proteína recombinante (Liu et al., 2007; Bazan et al., 2009; Kotzé et al., 2011; 

Coimbra et al., 2011; Hanumantha Rao et al., 2011). Com relação ao BPV, nosso 

trabalho foi o primeiro relato da produção de proteínas do capsídeo de BPV no 

sistema P. pastoris. Após a otimização do gene L1 de BPV-1 e cultivo dos 

recombinantes em bioreator, foi possível detectar a proteína L1 de 56 kDa por 

Western Blot. Adicionalmente, o trabalho aqui apresentado relata pela primeira 

vez a produção da proteína L1 de BPV-1 secretada no meio extracelular e sob a 

regulação do promotor constitutivo PGK1 de P. pastoris.  

O emprego da via extracelular de expressão pode ser vantajoso porque P. 

pastoris secreta poucas proteínas nativas, facilitando o processo de purificação do 
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produto recombinante (Cereghino & Cregg, 2000). No entanto, altas densidades 

celulares deve ser um fator limitante uma vez que a lise das células pode ser 

aumentada e, consequentemente, há liberação de proteases intracelulares no 

meio, proporcionando proteólise (Zhang et al., 2007b).  

O sistema de expressão em P. pastoris tem sido utilizado para produção 

de uma grande número de proteínas heterólogas de diversos organismos (Cregg 

et al., 2000). Porém, os níveis de produção variam muito dependendo do tipo e 

das características da proteína a ser produzida. Para aumentar os níveis de 

expressão em P. pastoris, alguns estudos relatam a necessidade de otimizar o 

gene heterólogo através do aumento do conteúdo GC e substituição de códons 

raros por códons mais frequentemente utilizados pela levedura (Bazan et al., 

2009; Kotzé et al., 2011). No presente trabalho, nós reportamos a existência de 

uma diferença de 10-13% entre a utilização de códons (codon usage) do gene L1 

dos BPVs 1, 2 e 4 e da levedura P. pastoris. Após a otimização de códons do 

gene L1 de BPV-1, foi visto que a frequência do codon usage entre o gene 

selvagem e o gene códon-otimizado foi reduzida para 8,5%.  

Como mencionado anteriormente, as técnicas de clonagem e expressão 

gênica são imprescindíveis para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra 

papilomaviroses, em virtude da impossibilidade da produção em laboratório de 

uma grande quantidade de vírions (Da Silva et al., 2001). A imunização genética 

tem sido documentada como uma estratégia efetiva para a indução da imunidade 

humoral e celular em um grande número de modelos animais. Esta estratégia é 

capaz de proteger o hospedeiro contra novas infecções virais e regressão das 

lesões já estabelecidas. A vacina de DNA apresenta várias vantagens atraentes 
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como a sua simplicidade na produção, estabilidade térmica e segurança biológica 

(Lin et al., 2006).  

Com base nisto, neste trabalho, nos propomos a construir e avaliar in vitro 

dois vetores vacinais baseados nos genes L2 e E5 de BPV de modo a possibilitar 

o desenvolvimento de estratégias baseada em imunização genética para o 

controle das doenças causadas pelo BPV-1. O primeiro vetor teria ação 

profilática, baseada no gene L2 de BPV-1, já o segundo teria ação terapêutica, 

baseada no gene E5 de BPV-1. Devido a sua característica molecular, o gene E5 

foi otimizado para expressão em células de mamífero, já o gene L2 não 

necessitou ser otimizado. Depois de construídos, os vetores vacinais foram 

usados para transfectar células de mamífero (HEK 293) e a expressão gênica foi 

detectada por RT-PCR e a produção das proteínas virais foi confirmada por 

Western blot.  

Alguns estudos já têm mostrado o potencial imunogênico da proteína L2 

contra infecções por papilomavírus, identificando epítopos neutralizantes e de 

rejeição tumoral. Contudo, a principal vantagem de uma vacina usando o gene L2 

é conferir indução de um amplo espectro de anticorpos neutralizantes de possível 

ação cruzada, ou seja, L2 pode conferir proteção imune cruzada a uma gama de 

papilomavírus (Karanam et al., 2009; Jagu et al., 2010). Segundo Karanam et al. 

(2009), a vacinação em gado com L2 de BPV-2 reduziu o tamanho do inóculo e 

facilitou a eliminação espontânea dos papilomas. Alem disso, há evidências de 

que animais imunizados com L2 de HPV produziram anticorpos neutralizantes 

capazes de neutralizar uma gama de genótipos de HPV (Roden et al., 2000; 

Pastrana et al., 2005). Essas observações contrastam com a proteção fortemente 

tipo-específica conferida por L1 e sugerem a possibilidade de uma única vacina 
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profilática pan-HPV, baseada na proteína L2 (Karanam et al., 2009; Jagu et al., 

2010). Nossos resultados aqui apresentados indicam a viabilidade da 

implementação da estratégia para fins vacinais no controle da papilomatose 

bovina, haja vista que foi possível detectar tanto a presença de transcritos do 

gene viral como a presença de uma proteína de 72 kDa (tamanho esperado para 

L2) em cultura de células de mamíferos.  

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevenção do sarcóide em equinos 

e da papilomatose cutânea e câncer de bexiga em bovinos é muito importante, 

entretanto, como existem muitos animais já infectados e afetados pela doença, 

uma proposta terapêutica se torna necessária. Para tal objetivo, nós escolhemos 

uma vacina de DNA usando com alvo terapêutico o gene E5. Embora pouco 

explorada, a proteína E5 é a principal oncoproteína de BPV e está relacionada à 

transformação celular. Sua expressão ocorre tanto no início como durante a 

infecção viral modificando a resposta celular a fatores de crescimento assim como 

bloqueando a expressão de moléculas do MHC-I na superfície celular, tornando 

esse gene importante para ser utilizado na vacina de DNA (Venuti et al., 2011). 

Para incrementar a expressão do gene heterólogo no hospedeiro, o gene E5 foi 

códon-otimizado para expressão em células de mamífero, pois normalmente o 

gene E5 de BPV é expresso a níveis muito baixos em células de mamíferos 

devido à grande incidência de códons raros (cerca de 40%). Além da otimização 

dos códons, foi feita também a interrupção da ação transformante de E5 para a 

imunização genética, pois estamos trabalhando como alvo terapêutico uma 

oncoproteína. Para tal, Sparkowski et al. (1994) reportaram que a simples 

substituição da glutamina localizada no aminoácido 17 por uma glicina é suficiente 

para extinguir a ação transformante de E5. 
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O presente estudo, portanto, apresenta resultados promissores para o 

desenvolvimento de uma plataforma vacinal contra infecções pelo papilomavírus 

bovino. Logicamente essa plataforma mostra-se ainda num estágio inicial onde 

ainda se faz necessário alguns passos de otimização do sistema, bem como de 

maiores e mais refinadas avaliações visando garantir uma maior consolidação da 

sugerida plataforma. 
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8. Conclusões gerais 

 

1 Os genes L1 dos BPVs 1, 2 e 4 foram expressos na levedura P. pastoris sob o 

controle do promotor induzível por metanol AOX1, porém os níveis de expressão 

foram baixos, possivelmente devido a diferença no uso de códons entre o vírus e 

a levedura. 

2 Após a otimização dos códons, o gene L1 de BPV-1 foi expresso em altos níveis 

na levedura P. pastoris sob o controle do promotor induzível por metanol AOX1. 

Alternativamente, a proteína L1 de BPV-1 foi produzida em P. pastoris, e 

posteriormente secretada para o meio extracelular, sob o controle do recém-

isolado promotor constitutivo PGK1. Contudo, possíveis falhas no processo de 

secreção da proteína recombinante impossibilitaram uma maior produção 

heteróloga.  

3 As proteínas L2 e E5 de BPV-1 foram produzidas em células de mamíferos 

transfectadas com um vetor plasmidial contendo os genes L2 e E5, 

respectivamente. Tais vetores poderão agora ser avaliados quanto à capacidade 

de induzir resposta imune contra o BPV em ensaios in vivo. 
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9. Anexos 

 

ANEXO A. Mapas dos vetores pPICZ (Invitrogen), pPGKΔ3 e pCI-neo 

(Promega). 

 

 

Vetor pPICZ para expressão em levedura Pichia pastoris. O vetor contém a sequencia 
promotora do gene AOX1 (AOX1 5’); sítios de clonagem para inserção do gene heterólogo; 
sequencia de término da transcrição do gene AOX1; epitopo c-myc; tag de 6 histina em sequencia 
(6xHis); sequencia pUC ori para replicação em E. coli; e gene Sh ble do Streptoalloteichus 
hindustanus que confere resistência à Zeocina. (Foto retirada do Manual EasySelect Pichia 
Expression Kit, da Invitrogen). 
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Vetor pPGKΔ3 para expressão em levedura Pichia pastoris. O vetor contém a sequencia 
promotora do gene PGK1; sítios de clonagem para inserção do gene heterólogo; seqüência do 
peptídeo pré-pro do fator-α de S. cerevisiae para secreção da proteína alvo; tag de 6 histina em 
sequencia (6xHis); sequencia pUC ori para replicação em E. coli; e gene Sh ble do 
Streptoalloteichus hindustanus que confere resistência à Zeocina.  

 

 

Vetor pCI-neo para expressão em células de mamífero. O vetor contém a sequencia 
promotora/acentuadora de citomegalovírus (CMV); sítios de clonagem para inserção do gene 
heterólogo; sequencia de término da transcrição do SV40 (SV40 Late polyA); sequencia do fago f1 
ori para replicação em E. coli; gene da neomicina fosfotransferase que confere resistência à 
geneticina (G418); e gene da β-lactamase (AmpR) que confere resistência à ampicilina. (Foto 
retirada do Manual pCI-neo Mammalian Expression Vector, da Promega). 
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ANEXO B. Artigos Cientificos publicados em colaboração relacionados a 

Tese. 

 

 

 



 93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 94 

ANEXO C. Instruções para publicação na revista Genetics and Molecular 

Research. 
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