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RESUMO 
 

 
LIMA, E.G. Imunização genética para o controle de papilomaviroses: 

construção de um vetor vacinal baseado no gene L2 do Papilomavírus bovino 

tipo 1. 2011. 97f. Dissertação. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 

Pernambuco, Brasil. 

 
 
A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegócio brasileiro 

no cenário mundial. No entanto, algumas doenças vêm causando prejuízos 

consideráveis entre elas está a papilomatose bovina, uma doença 

infectocontagiosa, de caráter tumoral, com etiologia relacionada a infecção pelo 

papilomavírus bovino (BPV) que se caracteriza pela formação de tumores em 

tecidos da pele e mucosa. Hoje se conhecem 11 tipos diferentes de 

Papilomavírus bovino, sendo os BPvs tipos 1, 2 e 4 oncogênicos. Até o 

momento não existe vacinas para o controle ou tratamento das 

papilomaviroses. Diferentes estudos vêm demonstrando que a proteína L2 

pode ser uma candidata ao desenvolvimento de estratégias vacinais profiláticas 

contra o BPV. Neste trabalho, tivemos como objetivo construir um vetor vacinal 

a partir do plasmídeo pCINeo (Promega®) e do gene L2 de BPV1, avaliando in 

vitro a expressão do antígeno L2 em células de mamíferos. O gene L2 foi 

amplificado pela técnica de PCR a partir do genoma completo de BPV1, com 

uso de oligonucleotídeos específicos contendo um epítopo AU1 no primer 

forward e posteriormente clonado em vetor de passagem pGEM-T Easy 

(Promega®) e subclonado no vetor de expressão pCIneo, gerando a construção 

pCIL2B1. O plasmídeo foi transfectado in vitro em células 293 para análise 

funcional da expressão de L2. Os resultados obtidos confirmaram a construção 

pCIL2B1 por PCR e sequenciamento. A capacidade desta construção 

expressar o gene L2 e produzir a respectiva proteína em células de mamífero 

foi confirmada por RT-PCR e western blot (usando anticorpo contra o epítopo 

AU1). 
 
 
Palavras–chave: Gene L2. Papilomavírus bovino. Vacina de DNA.  
 



ABSTRACT 
 
 

LIMA, E.G. Dissertation. Genetic immunization for papilomaviruses control: 

construction of a vaccinal vector based on the gene L2 bovine papillomavirus 

type 1. 2011. 97f. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 

Brazil. 

 
The cattle industry is one of the main highlights of the Brazilian 

agribusiness on the international stage. However, some diseases have caused 

considerable damage including bovine papillomatosis which is an infectious 

tumorous disease related to bovine papillomavirus (BPV) etiology and 

characterized by the formation of tumors in tissues of the skin and mucosa. 

Currently we know 11 different types of bovine papillomavirus, among which the 

BPv types 1, 2 and 4 are oncogenic. So far there is no vaccine or treatment for 

the papilomaviroses control. Different studies have reported that the L2 protein 

may be a candidate for the development of prophylactic vaccine strategies 

against BPV. The L2 protein has a potential cross-reaction with different BPVs 

and HPV (Human Papillomavirus). On this paper, our objective was to construct 

a vector vaccine from pCINeo plasmid (Promega ®) and the gene of BPV1 L2, 

evaluating in vitro L2 antigen expression in mammalian cells. The L2 gene was 

amplified by PCR from the complete genome of BPV1, using specific 

oligonucleotides containing an AU1 epitope in the forward primer and 

subsequently cloned into pGEM-T Easy vector (Promega ®) and subcloned in 

expression vector pCIneo, pCIL2B1 generating building. The plasmid was 

transfected into 293 cells in vitro functional analysis for the expression of 

L2.Obtaining construction pCIL2B1 was confirmed by PCR and sequencing. 

The capacity of this construction to express the gene and produce their L2 

protein in mammalian cells was confirmed by RT-PCR and western blot (using 

antibody against the epitope AU1). The results confirmed the L2 gene 

expression in mammalian cells and the consequent production of the protein L2 

BPV-1. 

 
 
Keywords: Gene L2. Bovine papillomavirus. DNA vaccine.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegócio brasileiro no 

cenário mundial. O Brasil é dono do segundo maior rebanho bovino do mundo, com 

cerca de 200 milhões de cabeças, Pernambuco detinha quase 2 milhões e 300 mil 

cabeças em 2009. Além disso, desde 2004, assumiu a liderança nas exportações, 

com um quinto da carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de 

180 países. 

O rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois 

segmentos lucrativos. As cadeias produtivas da carne e leite. O valor bruto da 

produção desses dois segmentos, estimado em R$ 67 bilhões, aliado a presença da 

atividade em todos os estados brasileiros, evidenciam a importância econômica e 

social da bovinocultura em nosso país.  

No entanto, algumas doenças vêm causando prejuízos consideráveis, 

principalmente naqueles animais de importância econômica. Entre elas está a 

papilomatose, que é uma doença infectocontagiosa, que acomete muitas espécies 

de aves, mamíferos, incluindo o homem. A doença é muitas vezes ignorada pelos 

criadores e profissionais, por não ser de notificação compulsória, mas nos últimos 

tempos tem-se verificado uma maior preocupação em relação a ela, provavelmente 

devido à descoberta da sua relação com determinados tipos de câncer e outras 

doenças.  

A papilomatose cutânea bovina é uma enfermidade crônica, de caráter 

tumoral benigna, de natureza fibroepitelial e origem viral, caracterizando-se por 

apresentar tumores que se localizam na pele e mucosa. É uma doença de caráter 

cosmopolita conhecida, vulgarmente, por verruga ou figueira dos bovinos. É uma 

doença importante economicamente por causar desvalorização dos animais a serem 

comercializados, piorando a aparência e causando depreciação do couro dos 

animais afetados. Dependendo da intensidade das lesões, poderá ocorrer 

debilitação e alterações funcionais orgânicas podem ser ocasionadas pelos tumores. 

A presença das verrugas no úbere de vacas em lactação desvaloriza os animais e 

torna o úbere susceptível às infecções secundárias, resultando em mastites.  

A grande maioria de tipos de PV possui a capacidade de permanecer em 

longos ciclos de latência. Estes vírus de DNA são estritamente espécie-específicos 

e, mesmo em condições experimentais, não infectam outro hospedeiro que não o 



2 
 
seu natural. O papilomavírus bovino (BPV) é caracterizado como o único caso 

reconhecido de infecção cruzada dentro da família Papillomaviridae, de BPVs 1 e 2 

em cavalos e outros equídeos, resultando em uma lesão tumoral comum em 

equinos, o sarcóide equino, que pode levar ao sacrifício do animal.  

Atualmente, 10 tipos de BPVs já foram descritos, sendo classificados de 

acordo com critérios histopatológicos, imunológicos e moleculares. Os BPVs 1 e 2 

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

digestório superior.  

Para o controle da infecção causada pelo papilomavírus e a diminuição dos 

problemas econômicos causados pela mesma, têm-se optado frequentemente pela 

autovacinação. Esta vacinação é feita com extrato bruto de verrugas tratadas para 

inativação do vírus, uma vez que não existem vacinas comerciais disponíveis, sejam 

preventivas ou terapêuticas.  

Vários estudos testaram a eficácia de vacinas contra infecções por PV 

baseados nos produtos dos genes estruturais e não-estruturais do vírus. Alguns 

estudos vêm demonstrando que L2 é capaz de prevenir uma gama de genótipos 

clinicamente importantes de HPV. Tornando o BPV um modelo experimental ideal 

para o estudo do papilomavírus humano (HPV), a partir do qual se investiga a 

interação dos papilomavírus com seu hospedeiro natural e com co-fatores 

ambientais. O primeiro estudo com a vacinação contra diferentes tipos de BPV 

sugeriu que a imunidade para o papilomavírus é tipo-específica.  

Dessa forma, a construção de um vetor contendo o gene L2 do papilomavírus 

bovino tipo 1 visa o futuro desenvolvimento de uma estratégia vacinal baseada em 

imunização genética, tornando-a um modelo experimental viável e de baixo custo, 

abrangendo interesses econômicos. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

 2.1 Geral 

Construir um vetor gênico baseado no plasmídio pCI-neo usando o 

gene L2 de BPV 1, e avaliar a expressão de L2 em células de mamíferos. 

 

2.2 Específicos 

 

1. Obter o gene L2 de BPV 1  pela técnica de PCR usando primers 

específicos; 

2. Subclonar o gene L2 no vetor de expressão (pCI) em células de 

mamíferos originando a construção pCIL2B1; 

3. Obter células HEK 293 (Human Embrionic Kidney Cell - Célula 

Embrionária de rim humano) transfectadas com construção vacinal 

pCIL2B1;  

4. Analisar expressão do gene L2 nas células HEK 293 transfectadas. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 Os papilomavírus constituem um grande grupo de vírus epiteliotróficos com 

genoma de DNA não envelopados, que infectam a pele e mucosa de várias espécies 

de vertebrados, inclusive o homem, sendo altamente específicos, não apenas para 

seus respectivos hospedeiros, mas também em relação aos sítios anatômicos onde 

causam infecção em cada um deles (MEYERS, MAYER & OZBUN, 1997). Inclui-se 

nesse grupo o vírus do papiloma bovino com 10 diferentes tipos, classificados de 

acordo com as propriedades biológicas e organização do genoma. 

 No Brasil, a papilomatose bovina é um importante problema econômico 

para os criadores, existindo regiões em que a papilomatose é endêmica (Vale do 

Paraíba – SP). Na região Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco (região 

da Zona da Mata), a incidência de papilomatose bovina é muito alta provocando 

grandes perdas econômicas para os criadores (MELO & LEITE, 2003).  

Esse patógeno atinge até 30% do rebanho, favorecendo a ocorrência de 

novos casos em animais sadios, determinando com isto a perpetuação do processo 

mórbido na propriedade. Há relatos na literatura de casos onde a enfermidade atinge 

até 75% do rebanho (ROSENBERGER, 1989; SMITH, 1994; RADOSTITS  et al., 

2000). A espécie mais acometida é a bovina, apresentando infecção cutânea, 

orogenital e orofaríngea. Ocorre em outras espécies e o reservatório é o próprio 

animal doente, sendo seu curso muito prolongado (SMITH, 1994; MORTER & 

HORSTMAN, 1999). 

Os prejuízos econômicos que a papilomatose bovina acarreta são a cegueira, 

o desenvolvimento retardado, a desvalorização do couro do animal e, 

consequentemente, a diminuição da produtividade. Ocorre ainda uma sensível 

depreciação do valor do animal, em função da dificuldade na comercialização do 

mesmo e de problemas relacionados com a fertilidade, principalmente quando a 

localização do papiloma é observada na genitália. Outro problema decorrente da 

doença é o surgimento de papilomas no úbere, o que dificulta a ordenha e pode 

determinar quadro de mastite. Uma das consequências imediatas do processo é o 

estabelecimento de miíases onde o papiloma localiza-se, além de servir de porta de 

entrada para outras infecções (ROSENBERGER, 1989; RAI et al., 1991; 

RADOSTITS et al., 2000).  
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Os BPVs possuem genomas com aproximadamente 8000 pares de base, são 

pequenos vírus oncogênico, não-envelopado, com morfologia icosaédrica e diâmetro 

de 55–60nm (Figura 1). O capsídeo apresenta 72 capsômeros, formado pelos 

pentâmeros de 360 cópias de uma proteína designada L1, além de 12 cópias de 

outra proteína, denominada L2, (BAKER et al., 1991; MODIS et al., 2002) que 

atravessa o capsídeo e liga-se ao genoma viral, sendo este constituído por DNA 

dupla fita circular (DE VILLIERS et al., 2004).   

 

Figura 1. Capsômero e capsídio não-envelopado (PEREIRA et al., 2009). 

 

 O genoma do papilomavírus contém dois segmentos principais, cada um 

constituído por uma série de janelas de leitura para proteínas (ORFs) que codificam 

as proteínas virais, e uma longa região de controle (LCR), como podemos observar 

na figura 2. São elas chamadas de ORFs (Open Reading Frames) não-estruturais ou 

precoces (E) e estruturais ou tardias (L), de acordo com o período de expressão. 

 

Figura 2. Mapa genômico característico dos Papilomavírus (PV) 
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 A região precoce (Early) representa 45% do genoma e é formada por 6 

genes (E1, e2, E4, E5, E6 e E7) envolvidos em diferentes momentos do ciclo de 

replicação, mas geralmente se expressão no começo do processo replicativo. O 

gene E1 codifica uma proteína que se liga especificamente a região URR e possui 

uma atividade helicase dependente de ATP, responsável pela fase inicial de 

replicação do DNA viral (SEO et al., 1997; YANG et al., 1991) e interage com a DNA 

polimerase sendo essencial para a replicação do DNA viral (ZUR HAUSEN, 1994). O 

gene E2 codifica duas ou, provavelmente, três proteína virais diferentes, que se 

ligam ao DNA viral e atuam como fatores de transcrição. Essas proteínas podem 

apresentar função de trans-ativação ou repressão dos genes virais, dependendo de 

como os seus sítios ligantes interagem com a região URR (McBRIDE, ROMANCZUK 

& HOWLEY, 1991). A perda da expressão de E2 está correlacionada com o 

aumento da proliferação celular induzido por E6 e E7 (HEDGE, 2002) 

 O gene E4 codifica uma proteína cujo papel na biossíntese dos vírus, ainda 

não foi determinado. Ela não é requerida para a transformação ou persistência 

epissomal do DNA viral. Essa proteína é encontrada principalmente nas células das 

camadas mais diferenciadas do epitélio infectado, podendo ter papel na criação de 

condições favoráveis para maturação das partículas virais (ZUR HAUSEN; 1996; 

ZUR HAUSEN; 1999). 

 O gene E5 codifica uma proteína envolvida com a estimulação do 

crescimento e transformação da célula, e forma complexos com uma variedade de 

outras proteínas trans-membrana (CONRAD et al., 1993), possui importante papel 

transformante na célula infectada (ZUR HAUSEN, 1996). 

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

coativador de transcrição CBP/p300 e, também inibe a função do supressor tumoral 

p53 (ZIMMERMAN et al., 2000), em HPVs de alto risco E6 está distribuída tanto no 

núcleo quanto no citoplasma das células infectadas podendo interagir com 

aproximadamente 12 diferentes tipos de proteínas celulares, além disso, podem 

ativar a transcrição da subunidade catalítica da enzima telomerase, impedindo que 

as células entrem em senescência tornado-se imortais (ZUR HAUSEN, 2002). 

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

(BORZACCHIELLO & ROPERTO, 2008). Em HPV, E7 também codifica outra 

oncoproteína viral também importante na imortalização celular e consequentemente 

no papel carcinogênico do HPV. 

A região tardia (Late) representa 40% do genoma viral e é composta pelos 

genes L1 e L2, os quais codificam proteínas estruturais que formam o capsídeo viral 

(LONGWORTH & LAIMINS, 2004). O gene L1, é constituído por pouco mais de 1500 

pares de bases e possui um peso molecular aparente de 54-58 kDa. L1 é o principal 

constituinte do capsídeo viral e é imunogênica. O gene L2 codifica a proteína 

secundaria do capsídeo viral, tem peso molecular aparente de 72 kDa (BUCK et al., 

2005). L2 também é imunogênica e possui epítopos que induzem a produção de 

anticorpos reativos grupo-específico (ROSE, 1994). 

As proteínas L1 e L2 são expressas no núcleo dos queratinócitos 

diferenciados. Durante a morfogênese do vírion, L2 liga-se ao DNA viral, 

favorecendo a sua encapsidação, já L1 medeia a ligação do vírus aos receptores da 

superfície celular. No entanto, é provável que L2 também apresente um papel 

importante durante a infecção. Ambas as proteínas codificam epítopos 

neutralizantes e, no caso de L2 de BPV-2, epítopos de rejeição tumoral (CAMPO, 

2006; BORZACCHIELLO & ROPERTO, 2008). 

Entre os segmentos L e E existe a longa região de controle (LCR-long control 

region ou URR-upstream regulatory region) que representa 15% do genoma, 

contendo elementos regulatórios. A LCR É uma área não-codificante do genoma 

viral, de aproximadamente 500-1000 nucleotídeos, dependendo do tipo do 

papilomavírus, situada entre o terminal 3’ da ORF tardia e o terminal 5’ da ORF 

precoce. Essa região possui inúmeros locais de ligações para os repressores e 

ativadores da transcrição, além da origem de replicação (NICHOLLS & STANLEY, 

2000; MUNGER & HOWLEY, 2002; BORZACCHIELLO & ROPERTO, 2008). A LCR 

dos BPV-1, BPV-2 e BPV-5 contém 12 sítios de ligação à E2, enquanto que nos 

tipos 3, 4 e 6, são reconhecidos apenas quatro sítios de ligação à E2. A proteína E2 

é a reguladora 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 (Jackson & Campo, 1995). 
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Embora esta seja a organização convencionada para o genoma viral dos PVs, 

há alguma variação quanto a presença e ausência de ORFs, a depender do tipo viral 

considerado. Por exemplo, 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). 

 

3.1 Papilomatose Bovina 

 

Os vírus do papiloma bovino (BPV) têm sido associados a diversas formas de 

câncer. Dada a intensa disseminação da papilomatose nos rebanhos, novas 

pesquisas com auxílio de metodologias moleculares podem contribuir com 

resultados mais eficazes contra a papilomatose bovina. Diminuindo o impacto 

econômico, visto que o Brasil é um dos grandes produtores de gado, contudo, novas 

metodologias poderiam ser utilizadas como paramento para o desenvolvimento de 

tratamentos e/ou medidas preventivas para o HPV, visto que o BPV é considerado 

um bom modelo experimental. 

Segundo Campo (1998), as lesões mais comuns associadas à infecção por 

BPV em bovinos são: papilomas na pele (BPV 1, 2 e 3), papilomas e câncer no trato 

gastrointestinal superior (BPV4), papilomas nos tetos e úbere (BPV 1, 5 e 6), 

papilomas no pênis (BPV 1) e câncer na bexiga urinária (BPV 1 e 2) (figuras 3 e 4). 

Os cânceres do trato gastrointestinal superior e da bexiga urinária desenvolvem-se 

como resultado da interação entre o vírus, carcinógenos químicos e 

imunossupressores presentes na samambaia ingerida pelo animal (CAMPO, 1997a). 

Como já mencionado, os tetos e úberes estão sujeitas à infecção por três diferentes 

tipos de BPV, mas quando causada especialmente pelo BPV 6, a doença deixa de 

ser apenas um problema de saúde animal e passa a ter grandes consequências 

econômicas devido à peculiar propagação das lesões ao redor do tumor primário 

provocado por esse tipo de BPV. Esta expansão é clinicamente significante, uma 

vez que as vacas com papilomas nos tetos não podem ser ordenhadas e ficam 

impossibilitadas de amamentar os bezerros. Além disso, frequentemente papilomas 

pedunculados são arrancados, provocando processos infecciosos (CAMPO, 1998; 

CAMPO, 2006). A papilomatose no pênis interfere na função reprodutiva dos touros 
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reprodutores e estes animais são sacrificados. Ocasionalmente, rebanhos inteiros 

são sacrificados caso a papilomatose não regrida (CAMPO, 2002). 

 

 
Figura 3. Lesões em bovinos associadas à infecção por BPVs 1, 2, 3 e 4: (A) Papiloma 
esofágico; (B) Extensa papilomatose no rúmen; (C) Carcinoma de célula escamosa do 
rúmen; (D e E) Extensa papilomatose na faringe e no retículo, respectivamente. Fonte: 
adaptada de Campo (2002) e Campo (2006). 
 
 

 
Figura 4. Lesões em bovinos associadas à infecção por BPVs  1, 5 e 6: (A) Pequenos 
tumores nos tetos e múltiplos tumores globosos de diferentes tamanhos localizados ao 
longo da linha alba; (B) Papilomas nos tetos. É possível visualizar tanto frondosos 
fibropapilomas causados por BPV 1 e 5 quanto fibropapilomas ovais causados pela infecção 
de BPV 6. Fonte: adaptada de JELÍNEK & TACHEZY (2005) e CAMPO (2002). 
 

Até pouco tempo atrás, os BPVs estavam classificados em 6 tipos bem 

caracterizados. No entanto, essa classificação sofreu modificações, atualmente, a 

nomenclatura leva em consideração as propriedades biológicas e organização do 

genoma, os epiteliotrópicos (BPVs 3, 4, 6, 9 e 10) são definidos como gênero 
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Xipapilomavírus, os BPVs 1 e 2 como Delta-papilomavírus e os BPV 5 e 8 são os 

únicos membros do Epsilon-papilomavírus (figura 5) (DE VILLIERS et al., 2004). 

 
Figura 5. Árvore filogenética apresentando a disposição dos grupos de papilomavírus 
bovinos. Fonte: Hatama et al (2008). 

 

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). 

As lesões hiperplásicas produzidas pelos papilomavírus, definidas como 

verrugas, papilomas ou condilomas, são geralmente lesões benignas (Munoz, 2000). 

No entanto, o gado pode apresentar processos neoplásicos derivados da 

malignização de papilomas pré-existentes, devido à ação sinérgica de co-fatores 

ambientais (CAMPO, 2002; LEAL et al., 2003). No caso dos tumores de bexiga em 

bovinos, eles estão comumente associados com uma síndrome conhecida como 

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

samambaia (CONFER & PANCIERA, 2001).  

A hematúria enzoótica bovina (HEB) é uma das formas clínicas da intoxicação 

crônica por samambaia (Pteridium aquilinum), caracterizada por neoplasmas na 

bexiga com consequente hematúria, anemia, emagrecimento progressivo e morte. 

Essa doença afeta bovinos de ambos os sexos com idades superiores a dois anos. 

A HEB tem sido relatada no Brasil e em outras partes do mundo, sendo responsável 
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por perdas econômicas significativas onde P. aquilinum é abundante 

(ALBUQUERQUE, 2006). 

O consumo de samambaia foi implicado na etiologia da HEB devido à forte 

associação entre a presença dessa planta nos campos e a ocorrência da doença 

(DÖBEREINER et al., 1967; ALBUQUERQUE et al., 2006; JARRETT et al., 1978). A 

HEB foi reproduzida experimentalmente em bovinos pela administração de 

samambaia P. aquilinum possui vários princípios carcinogênicos, mutagênicos e 

imunossupressores (CAMPO et al., 1992). Dentre eles, encontram-se o 

ptaquilosídeo norsesquiterpeno e a quercetina (CAMPO, 1997). A co-

carcinogenicidade entre os compostos químicos da samambaia e a infecção com o 

papilomavírus bovino tipo 2 (BPV-2) também tem sido implicada na etiologia da HEB 

(CAMPO et al., 1992; CAMPO, 2002; WOSIACKI et al., 2005). 

Em um estudo realizado em bovinos na Itália, envolvendo amostras de 

tumores de bexiga coletadas em abatedouro, verificou que 77% delas eram positivas 

para BPV-2 (BORZACCHIELLO et al., 2003). Estes resultados fortalecem a hipótese 

que a etiopatogenicidade destes tumores está relacionada ao BPV-2. 

O DNA do BPV-2 já foi detectado em amostras de sangue total (STOCCO 

DOS SANTOS et al., 1998; FREITAS et al., 2003; FREITAS et al., 2007), em 

tumores de bexiga de animais exibindo sinais clínicos de HE, assim como em tecido 

do trato reprodutivo e em gametas (CARVALHO et al. 2003, WOSIACKI et al. 2005, 

2006; Freitas et al., 2007). O quadro anatomopatológico da HE caracteriza-se por 

lesões hemorrágicas e hiperplásicas da mucosa vesical que, com frequência, 

evoluem para neoplasias (OLSON et al., 1959; POLACK, 1990; CAMPO et al., 1992; 

DURÃO et al., 1995). As primeiras manifestações clínicas da HE ocorrem em 

animais adultos, após um longo período de exposição à samambaia. A HE pode 

ainda ocorrer em associação com neoplasias do trato digestório. Esta forma clínica 

está também etiologicamente associada à infecção pelo BPV-2 (RAJENDRAN et al., 

1983; HOPKINS, 1986; DURÃO et al., 1995). 

A presença do BPV-2 em papilomas e carcinomas na bexiga de bovinos, 

associados à HE, foi inicialmente sugerida com base na detecção de corpúsculos de 

inclusão, característicos do vírus, em células tumorais. Posteriormente foi relatado 

que tumores de bexiga induzem lesões similares quando injetados em animais 

saudáveis e que animais com carcinoma do trato digestório apresentam alta 

prevalência de papilomas na região tumoral. No entanto, as toxinas da samambaia 
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também são capazes de produzir tumores em animais de laboratório livres da 

infecção pelo BPV-2, e este, isoladamente, foi capaz de produzir neoplasias na 

bexiga de bezerros que não tinham acesso à samambaia (HOPKINS et al. 1990). 

Resultados de vários experimentos confirmaram que tanto o vírus quanto a 

samambaia estão envolvidos na carcinogênese da bexiga (JARRETT, 1978; 

PACHAURI et al., 1981; HOPKINS, 1986; MOURA et al., 1988; POLACK, 1990, 

CAMPO et al., 1992; SANTOS et al., 1998). Reddy e Fialkow (1983) descreveram 

que, diferentemente das induções por carcinógenos isolados, o BPV induz a 

iniciação e a promoção dos tumores em conjunto com compostos da samambaia. A 

rota da infecção do BPV-2 para a bexiga ainda não é conhecida, mas já foi 

comprovado que o BPV-2 pode ser transmitido de forma vertical (STOCCO DOS 

SANTOS et.al., 1998). 

Embora os papilomavírus sejam considerados extremamente espécie-

específicos, o BPV 1, e o BPV 2 em menor frequência, são encontrados em tumores 

fibroblásticos de equinos denominados tumores sarcóides (NASIR & REID, 1999; 

CAMPO, 2003). 

O sarcóide equino é o tumor da 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 sarcóide pode ser definido como tumor 

fibroblástico benigno localmente agressivo da pele equina (NASIR & CAMPO, 2008) 

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 (proteínas E), incluindo a 

principal oncoproteína E5, são consistentemente expressas, fornecendo evidências 

claras que a presença do DNA viral não é acidental; as proteínas tardias (proteínas 

L) 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). 
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Já se disse que os papilomas infectam preferencialmente o epitélio cutâneo e 

mucoso. Mas, para compreender o seu ciclo de vida, é necessário ter presente a 

constituição deste tecido, assim como a evolução do mesmo. 

O tecido epitelial que reveste a pele e as mucosas é pluriestratificado. Dos 

vários estratos sobrepostos existentes, o que é mais inferior designa-se por estrato 

basal. A medida quês as novas células são formadas, vão migrando para cima e 

diferenciam-se progressivamente. Estas células em diferenciação são denominadas 

por queratinócitos. O ciclo de infecção do papilomavírus está intrinsecamente 

relacionado aos estágios de diferenciação das células epiteliais do hospedeiro 

(O’BRIEN & CAMPO, 2002), como mostra a figura 6.  
 

  
Figura 6. Ciclo de infecção do PV. Entrada do vírus no tecido epitelial através de 
microtrauma e estabelecimento da infecção na camada basal (CONWAY e MEYERS, 2009). 

A dificuldade de mimetizar a diferenciação do epitélio estratificado em culturas 

de células tem sido um desafio para o estudo do ciclo de vida desses vírus. Dessa 

forma, muito do que se sabe sobre a morfogênese deriva do estudo de versões 

recombinantes das proteínas estruturais L1 e L2 (BUCK et al., 2005). Além disso, a 

pesquisa de vacinas para o papilomavírus é dificultada pela sua incapacidade de 
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replicação in vitro em culturas celulares e pela sua dificuldade de adaptação em 

culturas de tecidos. (WOSIACKI et al., 2002). 

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. O vírus atinge o 

núcleo das células basais através de microlacerações, sendo que os primeiros sinais 

de transcrição do genoma viral aparecem cerca de 4 semanas após a infecção 

(BUCK et al., 2005).  

Uma vez infectadas, as células epiteliais são transformadas pelo PV para a 

indução da hiperplasia e hipertrofia destas. O vírus infecta os queratinócitos basais 

expressando os genes virais precoces nas camadas basais e suprabasal do epitélio 

e replica seu genoma durante a diferenciação da camada espinhosa e granular. 

Dentro das camadas epidérmicas basal e primeira suprabasal, o DNA viral é 

replicado para um número de 50 a 100 cópias por célula (BEDELL et al. 1991, 

CAMPO, 1997b). 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 DNA viral) nas 

camadas escamosas (figura 7). Os vírions são formados e finalmente liberados com 

a descamação da camada queratinizada (O’BRIEN & CAMPO, 2002). À medida que 

os vírus amadurecem e as partículas virais se agrupam, eles migram em direção à 

superfície, consequentemente, vírus completos são encontrados apenas nas 

camadas epiteliais superiores. 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 celular em cultivo celular. 
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Figura 7. Modelo de entrada do HPV na célula. Este é um diagrama simplificado explicar o 
complexo processo de entrada viral. Receptores na membrana celular e várias proteínas 
celulares são indicados por símbolos com cores correspondentes. As mudanças na cor do 
vírion tem sido usado para indicar uma mudança conformacional ocorrendo dentro da 
estrutura do capsídeo a ligação e clivagem, (PEREIRA et al., 2009). 

 

Rosenberger (1989) descreveu que a extensão e duração do crescimento dos 

papilomas estão relacionadas à idade, à receptividade genética, ao manejo 

inadequado e à imunodeficiência. O problema pode atingir até 75% de um rebanho e 

pela existência de novos animais susceptíveis a enzootia podem durar anos. 

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 

CITOPLASMA NÚCLEO 
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papiloma (Campo, 2006). No entanto, epitélios podem não ser o único sítio de 

latência do papilomavírus. O DNA de BPV está presente em forma epissomal nos 

linfócitos circulantes de bovinos, enquanto o papilomavírus humano encontra-se 

integrado ao genoma do hospedeiro nas linhagens celulares do carcinoma do colo 

uterino, porém encontra-se na forma epissomal extracromossômico nas lesões 

benignas (CHOO et al., 1987). Esse achado sugere que, para o HPV, a inserção do 

genoma viral no genoma da célula hospedeira é, pelo menos, uma das maneiras de 

desencadear o processo maligno.  

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). 

O ciclo de vida dos PVs evoluíram de maneira a minimizar sua exposição ao 

sistema imune do hospedeiro. Entretanto, muitos aspectos da biologia do 

papilomavírus apontam para a importância da resposta imune na determinação do 

curso da infecção. 

Estudos epidemiológicos sugerem fortemente que a resposta imune a 

infecções por papilomavírus seguem um padrão semelhante. A falha do sistema 

imune em reconhecer tanto o vírus infectante como a progênie viral, é devido ao fato 

do ciclo de vida do vírus ser restrito ao epitélio e não existir contato com o sistema 

imune do hospedeiro.  Animais podem carregar tumores grandes, produzindo vírus 

ativamente em grandes quantidades, mas não respondem facilmente aos antígenos 

virais durante o curso da infecção e anticorpos anti-BPV são raramente detectados. 

(O'BRIEN & CAMPO, 2002; TINDLE, 2002). 

Fortes 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, 1997b). Animais com tumores 

ulcerados e hemorrágicos têm níveis altos de anticorpos anti-BPV e uma boa 
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resposta humoral pode ser obtida após a inoculação intramuscular de vírus 

purificados ou proteínas virais, confirmando que apenas quando o papiloma é 

danificado ou via imunização, antígenos virais entram em contato com células 

imunes. Em estágios tardios de infecção, pode-se observar uma resposta celular e 

humoral fraca, contra proteínas do capsídio e/ou contra a proteína transformante E7, 

a qual parece está associada com a rejeição do papiloma (CAMPO, 1998).  

A pobre resposta imune contra o BPV é, provavelmente, a principal razão 

para persistência da infecção, até mesmo em hospedeiros imunocompetentes, os 

papilomas persistem por muitos meses antes que a regressão aconteça.  A falta de 

reconhecimento pelo sistema imune, apesar de uma abundante expressão das 

proteínas virais, sugere que o hospedeiro fique incapacitado pela infecção causada 

pelo papilomavirus. Recentemente, tem se tornado claro que, além da imunoevasão 

passiva, devido ao ciclo de vida do vírus ser confinado ao epitélio, os papilomavírus 

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

Entre elas encontra-se a down-regulation (menor expressão) do Complexo maior de 

histocompatibilidade de classe I (MHC I), e dessa forma evita o reconhecimento das 

células transformadas ou infectadas pelos linfócitos T citotóxicos (CTL) capazes de 

destruir as mesmas (O'BRIEN & CAMPO, 2002; ARAIBI et al., 2004; ASHRAFI et al., 

2006).  

O MHC I é responsável pela apresentação de peptídeos antigênicos a células 

T efetoras, e desempenha um papel crítico na vigilância imune. O complexo consiste 

de cadeia pesada (HC ou Heavy Chain), β2-microglobulina e peptídeo, (ASHRAFI et 

al., 2002). Todos estes elementos são essenciais para formação e estabilidade do 

complexo. A degradação proteolítica das proteínas virais gera um espectro de 

peptídeos que são carregados pela a cadeia pesada do MHC I no reticulo 

endoplasmático, onde a microglobulina β2 e chaperonas, como TAP (transportador 

associado com peptídeo), são importantes para formação do complexo 

(CRESSWELL et al., 1999). O complexo MHC I é glicosilado e transportado do 

reticulo endoplasmático pelo aparato de Golgi para a membrana plasmática para ser 

apresentado aos linfócitos T citotóxico. Portanto, MHC I desempenha um papel 

crítico na vigilância imune (GROMME et al., 1999).  

A down-regulation do MHC I é realizada pela ação da proteína E5 do BPV, e a 

regulação ocorre em vários níveis: a transcrição do gene da cadeia pesada do MHC 

I é reduzida, o peptídeo da HC do MHC I é degradado e o complexo MHC I é 
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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 (ARAIBI et al., 2006). A inibição 

da expressão do MHC I por E5 também foi observada em papilomas induzidos por 

BPV, corroborando os experimentos realizados in vitro (ARAIBI et al., 2004).  

Apesar do 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 do sistema imune, incluindo os linfócitos e células apresentadoras de 

antígenos (APC). 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 fraca das células T, resultando em uma ignorância imunológica e/ou 

tolerância às células. A ausência das moléculas de MHC I na superfície das células 

epiteliais previne a apresentação dos peptídeos virais para as células T efetoras, 

evitando a morte das células infectadas pelas CTLs. Além disso, outro mecanismo 

para evitar a resposta imune é a interferência na rota do interferon (IFN), o que pode 

favorecer o estabelecimento do vírus no inicio da infecção (O'BRIEN & CAMPO, 

2002).  

Proteínas endógenas, incluindo as proteínas virais, podem também, entrar na 

rota do MHC classe II e serem apresentadas pelo APC para os linfócitos T CD4 

(AICHINGER et al., 1997). Como E5 inibe o tráfego das proteínas dos endossomos 

precoces para o tardio (THOMSEN et al., 2000) e a acidificação dos endossomos 

(STRAIGHT et al., 1995), a expressão de E5 pode também afetar a apresentação do 

antígeno pelo MHC II pela rota do endossomo.  

Mediadores inflamatórios são liberados como resultado de um dano ao tecido 

produzido por algum patógeno, por exemplo, podendo assim, ativar as APCs, como 

as células dendríticas (células de Langerhans (LC) na pele), permitindo que estas 

células possam eficientemente processar e apresentar os antígenos estranhos para 

as CTL. Como o ciclo de infecção dos PV é não-lítico e, portanto não provoca 

nenhum sinal pró-inflamatório que ative células dendríticas (DC) e induza sua 
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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 (O'BRIEN & CAMPO, 2002; KANODIA et al., 2007). 

 

3.2 L2 como Estratégia Profilática para Papilomatose Bovina 

 

Apesar de existirem no mercado alguns tratamentos a disposição, a grande 

maioria revelou-se insatisfatória quando testada a campo, o que leva o produtor a 

descartar, precocemente, animais de alto valor zootécnico, justificando plenamente a 

busca de novos protocolos de tratamento. Na verdade a doença está amplamente 

difundida nos rebanhos bovinos brasileiros e o número de casos que realmente 

ocorre é muito mais elevado, do que o descrito na literatura. Com isso, o 

desenvolvimento de vacinas para prevenir infecções pelo PV tem se tornado uma 

questão fundamental. Particularmente para o BPV, a produção de uma vacina 

eficiente, segura e de baixo custo pode conduzir a uma grande redução nas taxas de 

incidência e mortalidade dos animais acometidos pela infecção desse vírus.  

Nesse sentido, a proteína L2 vem sendo considerada uma forte candidata 

para vacinas de DNA contra papilomavírus. As proteínas recombinantes para o uso 

terapêutico produzidas em células de mamíferos representam 60% do mercado de 

biofármacos licenciados nos Estados Unidos e Europa (WALSH, 2003). Dentre as 

proteínas recombinantes, temos fatores plasmáticos sanguíneos, anticoagulantes, 

hormônios, fatores de crescimento, vacinas, anticorpos monoclonais entre outros 

produtos.  

Segundo Campo, 1997, a proteína L2 além de ter função estrutural, 

provavelmente, L2, promove a ligação do vírus a receptores celulares, e participa de 

várias etapas durante a entrada do vírus em células hospedeiras (BUCK et al., 

2008). Apesar de L2 não ser necessário para a montagem do capsídeo, ela pode 

auxiliar na formação do capsídeo através da ligação com capsômeros de moléculas 

vizinhas, ou através da interação de um pentâmero de L1, ou por ambos os 

mecanismos (PEREIRA et al., 2009).  

A proteína L2 possui regiões mais conservadas entre os diferentes genótipos 

de papilomavírus humano. Estudos de imunização em modelo animal com a 

proteína L2 de HPV-16 demonstram neutralização cruzada com os HPV’s dos tipos 
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6 e 18 (RODEN et al., 2000). Um estudo clínico no qual humanos foram imunizados 

com o peptídeo de apenas 13 aminoácidos da proteína L2 de HPV-16 demonstrou 

neutralização cruzada com HPV-52 (KAWANA et al., 2003). Kondo et al., 2007, 

demonstraram que anticorpos neutralizantes contra peptídeos de L2 de HPV-16 

foram capazes de neutralizar HPVs dos tipos 18, 31 e 58 em animais imunizados. 

Anticorpos neutralizantes contra papilomavírus são altamente tipo-específicos 

(RODEN et al., 1996). A neutralização do capsídeo viral pode ocorrer de dois modos 

distintos: alguns anticorpos bloqueiam a ligação a célula, provavelmente por 

interferência estérica com o sítio do receptor (RODEN et al., 1994); outros anticorpos 

inibem provavelmente a descapsidação e consequentemente, a liberação do DNA 

viral no núcleo (BOOY et al., 1998). 

Embora os epítopos de neutralização imunodominantes estejam localizados 

na proteína L1, a proteína L2 por sua vez, é importante para o encapsidamento do 

genoma viral (RODEN et al., 1996), pois durante a morfogênese o virion liga-se ao 

DNA favorecendo seu encapsidamento. L2 é uma proteína menor do capsídeo viral 

(figura 8), mas é extremamente necessária para infecção pelo papilomavírus, 

possivelmente por ser responsável pela ligação a um receptor secundário viral, 

facilitando a saída do endossomo e entrega do genoma viral para domínios 

apropriados dentro do núcleo (KARANAM et al, 2009). 
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Figura 8. (A) Capsídeo icosaédrico do Papilomavírus bovino tipo 1, 72 capsômeros, cada 
um contendo cinco moléculas de L1 e mais uma molécula de L2. Visualiza-se 60 
capsômeros (hexavalentes e pentavalentes), no centro da imagem capsômero pentavalente. 
L2 com maior densidade encontra-se no centro dos capsômeros. (B) Vírion de BPV1 (azul) 
associados a anticorpos monoclonais neutralizantes (verde e vermelho), (KARANAM et al, 
2009). (C) mostram L2 sozinho (vermelho) (BUCK et al 2008). (D) Predição da estrutura de 
L2 encaixada com L1 (LOWE et al., 2008). 

 

O gene L2 possui 469 aminoácidos (aa). Os primeiros 60 aa de L2 ficam 

dentro do capsídio formado por L1 e ligam-se ao DNA viral, a sequência de 61 a 123 

aa está exposta na superfície do vírus, alguns domínios de L2 estão expostos para 

possibilitar o reconhecimento imunológico por epítopos específicos, e a porção C-

terminal localiza-se internamente. Em BPV a região de L2 exposta também seria 

capaz de interagir com os receptores celulares para facilitar a absorção de vírions 

(LIU et al., 1999; LOWE, 2008). Segundo Lowe et al., 2008, há 44 aminoácidos 

carboxi-terninal que facilitam a ligação de L2 com L1, esses 44 aminoácidos contem 

resíduos importantes com prolinas conservadas.  As histonas celulares condensam 

o genoma viral composto de DNA circular dupla fita em um minicromossomo, (figura 

9) (FRAZER, 1996; HAN et al., 1999; NICHOLLS & STANLEY, 2000; LOWE et al, 

2008; MUNGER & HOWLEY, 2002). 

c d 
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Figura 9. Ilustração da estrutura do capsídeo viral. A proteína L2 ligada ao DNA viral e 
atravessando o capsídeo; os monômeros da proteína L1 organizados em pentâmeros 
formando o capsídeo; o DNA dupla fita circular condensado por histonas (TRUS, et al. 
1997). 

 

Segundo Karanam 2009, estudos em modelos animais mostraram que L2 de 

BPV é um antígeno promissor para vacinação profilática, experimentos pioneiros em 

vacas e coelhos com polipeptídeos de L2 sem conter a região C-terminal mostrou-se 

eficiente contra papilomatose na pele e mucosa, nesse mesmo estudo sugeriu-se 

que polípetideos contendo a região N-terminal conservada possibilita reação 

imunológica cruzada para HPV, o mesmo foi confirmado por Cambelas 2010, 

sugerindo que imunização com L2 induz a produção de anticorpos neutralizantes 

conferindo proteção cruzada mais ampla do que imunização com VLP de L1. 

Pesquisa clínica e pré-clínica tem confirmado que vacinas com L2 induzem um 

amplo espectro de anticorpos neutralizantes cruzado, mesmo possuindo proteína e 

polipeptídeos de L2 menos imunogênicos que VLP com L1, sugerindo que novas 

pesquisas com L2 devem continuar sendo feitas. 

Recentemente, foi possível sintetizar VLPs (virus-like particles – partículas 

semelhantes a vírus) consistindo de L1/L2 e de uma das proteínas precoces que se 

dispõe internamente à estrutura do capsídeo viral. Essas partículas passaram a ser 

chamadas de VLP quiméricas, constituindo-se em um antígeno vacinal muito 

atraente, já que poderia ser utilizado tanto na profilaxia quanto no tratamento das 

lesões associadas ao HPV, (GISSMANN et al., 2002). 

Conforme seu potencial, a proteína L2 é uma das mais fortes candidatas à 

aplicação de vacinas profiláticas contra a papilomatose precisamente por oferecer 

proteção cruzada contra diferentes tipos de PVs (KIRNBAUER et al., 1992).  



23 
 

3.3 Vacina de DNA como Estratégia de Imunização 

 

A vacinação é o método mais eficiente e efetivo no controle de doenças 

infecciosas. Apesar dos grandes benefícios das vacinas existentes, há ainda muitas 

doenças para as quais não existem vacinas. Recentemente tem ocorrido o 

ressurgimento de várias doenças, principalmente nos países em desenvolvimento. 

Na última década, o grande avanço da biologia molecular permitiu a 

introdução de novas estratégias para a obtenção e a produção de antígenos, assim 

como, foram otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses 

antígenos para as células do sistema imune. No entanto, a pesquisa de vacinas para 

o papilomavírus é dificultada pela sua incapacidade de replicação in vitro em 

culturas celulares e pela sua dificuldade de adaptação em culturas de tecidos.  

Abordagens terapêuticas baseadas na utilização de peptídeos e proteínas 

têm atraído a atenção de grupos de pesquisa e a indústria farmacêutica. As 

proteínas recombinantes de interesse terapêutico vêm ganhando cada vez mais 

espaço na economia e atualmente já movimentam um mercado anual de cerca de 

50 a 60 bilhões de dólares em todo mundo (SCHIMIDT, 2004). 

O mercado de produção de biofármacos pode ser dividido em dois 

segmentos: proteínas que não são pós-traducionalmente modificadas e as que 

necessitam de tais modificações (especialmente N-glicosilação) para terem atividade 

biológica. As proteínas não-glicosiladas normalmente são expressas em bactérias 

ou leveduras e atualmente representam cerca de 40% do mercado (WALSH, 2003).  

Bactérias gram-negativas, como por exemplo, Escherichia coli, apresentam 

várias vantagens na expressão heteróloga: a capacidade de produção em grande 

quantidade, grande capacidade replicativa, simplicadas condições de cultivo e 

fermentação, facil manipulação genética e maior facilidade na conversão de 

bioprocessos para larga escala, técnicas de transformação com DNA exógeno que, 

além de muito bem estabelecidas, requerem quantidades mínimas de DNA (VERMA 

et al., 1998). Contudo, devido sua natureza procariótica, o sistema apresenta 

limitações no processo de modificação pós-traducional, limitando o uso dessa 

tecnologia. Além disso, há problemas de enovelamento tanto na expressão de 

proteínas como corpos de inclusão, quanto de proteínas secretadas para o espaço 
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perisplasmático, havendo também problemas de degradação do produto 

recombinante (ARBABI-GHAHROUDI et al., 2005). 

Outro sistema de expressão bastante utilizado são as leveduras, contando 

com uma maquinaria celular mais complexa para expressão de proteínas que 

necessitam de modificação pós-traducionais. O uso de leveduras também tem como 

vantagem a simplicidade no cultivo e nos processos de fermentação quando 

comparados a células animais (GEMGROSS, 2004). Duas espécies que já estão 

bem estabelecidas para a produção industrial são Saccharomyces cerevisiae e 

Pichia pastoris. Enquanto S. cerevisiae é um dos organismos eucarióticos com 

melhor caracterização genética e prevalece entre as espécies de leveduras 

utilizadas na industria farmacêutica (WALSH, 2003), a levedura metilotrófica P. 

pastoris é atualmente a espécie de levedura mais utilizada para expressão 

heteróloga de uma forma em geral, graças a alta eficiência dos seus sistemas de 

expressão e secreção (SCHMIDT, 2004), tendo, por exemplo, uma produção de 

10g/L de albumina sérica humana (KOBAYASHI et al., 2000), enquanto em S. 

cerevisiae a produção é de 150 mg/L (SLEEP et al., 1991). 

Entre os sistemas de expressão utilizando células animais, as células de 

insetos transformadas via baculovírus tem alcançado uma popularidade comparável 

a que P. pastoris representa entre as leveduras. Isso porque essas células são 

consideradas mais resistente ao estresse metabólico, além de serem mais 

produtivas que células de mamíferos, sendo empregadas para produções em larga 

escala de proteínas recombinantes (GEORGE et al., 1997). Contudo, os sistemas 

utilizando células de inseto apresentam algumas limitações devido a infecção pelo 

baculovírus, sendo repostados problemas de secreção e dobramento correto de 

proteínas (McCAROLL & KING, 1997) e problemas de degradação devido a 

proteases expressas, além de diferenças nos padrões de glicosilação e problemas 

na adição de ácido siálico a proteína heteróloga (IKONOMOU et al., 2003). 

A vacina de DNA foi descrita em 1990, quando o plasmídio contendo um gene 

repórter que codifica a β-galactosidase expressou a proteína após a inoculação 

direta no músculo de camundongos (WOLFF et al., 1990). Este estudo avaliou 

fatores que determinam a eficiência da transferência do gene e da imunogenicidade 

conferida pela inoculação do plasmídio. Posteriormente, a inoculação de DNA que 

codifica uma proteína imunogênica do vírus influenza conferiu imunidade protetora 

em camundongos (ULMER et al., 1993). A partir destes resultados, o entendimento 
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sobre o mecanismo imunológico induzido por este tipo de vacina despertou interesse 

da comunidade científica. 

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., 2004) 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., 2007). 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). 

As vacinas de DNA são vetores de expressão eucarióticos (plasmídeo) que 

utilizam sinais de transcrição e as organelas das células eucarióticas transfectadas 

para expressão in situ do antígeno. Estas vacinas codificam os genes de uma 

porção antigênica de um vírus, normalmente sob controle de um promotor viral 

(HOBSON et al., 2003; ESTCOURT et al., 2004). Alguns plasmídeos possuem CpG 

não metilados que podem atuar como adjuvantes (TUDOR et al., 2005). As vacinas 

de DNA são caracterizadas pela baixa expressão de antígeno, apesar de 

prolongada, capazes de estimular a resposta de células T e B antígeno específica 

(MOR, 1998; HOWARTH et al., 2004). A ação adjuvante e a imunogenicidade de 

vacinas de DNA tem sido descrita ser dependente da proteína quinase TANK l (TBK 

l) (ISHII et al., 2008). A sinalização via TBKI pela vacina de DNA é essencial para 

resposta de IFN tipo I e necessária para indução de células T e B antígeno-

específicas. 

Os plasmídeos usados como vacina de DNA devem conter os seguintes 

elementos essenciais: um promotor eucariótico, como o derivado do citomegalovírus 

(CMV), o gene de interesse, gene de resistência a antibióticos, sítios de clonagem, 

uma origem de replicação que permita crescimento em bactéria e incorporação das 

sequências de poliadenilação, que são capazes de estabilizar os transcritos de RNA 

mensageiro e são importantes para a translocação deste RNA do núcleo para o 

citoplasma (DONNELLY e ULMER, 1999). Para a maioria das vacinas de DNA, o 

promotor CMV é a escolha mais comum porque apresenta níveis altos de expressão 
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constitutiva em uma extensiva gama de células de mamíferos (KUTZLER & 

WEINER, 2008). 

Recentemente surgiram as vacinas gênicas, nas quais plasmídeos de DNA 

atuam como vetores direcionando genes ou fragmentos gênicos codificadores de 

antígenos imunodominantes do patógeno a célula alvo e estimulando tanto resposta 

humoral quanto celular (LOZES et al., 1997); GURUNATHAN et al., 2000; BRITTON 

& PALENDIRA et al., 2000). Estudos demonstraram que a qualidade de antígeno 

produzido in vivo após vacinação com DNA varia de picogramas a nanogramas 

(GURUNATHAN et al., 2000). No entanto, apesar da pequena quantidade de 

proteína sintetizada o DNA é capaz de induzir eficiente resposta imune. Isso ocorre 

devido ao fato do próprio DNA apresentar sequências CpG espécie-específicas 

(KRIEG, 1996).  

Na imunização com vacinas gênicas ocorre a transfecção das células e 

tradução protéica, seguida da sua secreção ou processamento intracelular 

antigênico. A tradução da proteína é realizada utilizando as organelas da própria 

célula que foi transfectada. A proteína é degradada no citoplasma por proteases no 

proteassoma e os peptídeos gerados são transportados através do retículo 

endoplasmático (RE) pelos transportadores associados ao processamento do 

antígeno (TAP). Em seguida estes peptídeos são associados, principalmente, as 

moléculas de classe I do Complexo Principal de histocompatibilidade (MHC – major 

histocompability complex) e transportados a superfície celular através do complexo 

de Golgi para apresentação as células T CD8+ ou, em menor grau, apresentados 

para células T CD4+ associadas a moléculas de classe II por apresentação cruzada 

(HOWARTH et al., 2004; STEVENSON, 2004). As proteínas derivadas da vacina 

gênica podem também ser secretadas, endocitadas e posteriormente degradadas no 

endossoma por proteases. Em paralelo, as moléculas de classe II do MHC que são 

sintetizadas no RE estão ligadas a cadeia invariável que bloqueia a união com 

proteínas endógenas presentes no lúmen do RE. As moléculas de classe II do MHC 

são direcionadas para o endossomas acidificados contendo os peptídeos 

antigênicos derivados da clivagem da proteína exógena. Neste local, a cadeia 

invariável é clivada, ocorre a ligação dos peptídeos antigênicos as moléculas de 

classe II do MHC e, então estas vesículas são direcionadas para a superfície celular 

e os complexos antígeno- molécula de MHC de classe II são apresentado as células 

T CD4+. 
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A transfecção com o plasmídeo pode ocorrer em diferentes tipos celulares: 1) 

células somáticas que produzem e expressam os antígenos codificados pelo gene 

presente no plasmídeo, mas como não expressam moléculas coestimulatórias, 

atuam gerando antígenos que serão endocitados por células apresentadoras de 

antígenos (APCs) profissionais; 2)DCs imaturas podem ser transfectadas 

diretamente e, após maturação, podem ativar linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ e 

linfócitos B; 3) DCs imaturas podem adquirir o antígeno indiretamente após a 

fagocitose de células somáticas tranfectadas em apoptose e apresentar o antígeno 

para linfócitos T CD4+ e CD8+; 4) DCs imaturas e linfócitos B, que após endocitose 

de antígenos solúveis secretados podem apresentá-los aos linfócitos T CD4+ e 

CD8+. Alem disto, quando as vacinas são incorporadas pelas APCs, os antígenos 

também podem ser apresentados de modo cruzado, ou seja, apresentação de 

antígenos endógenos no complexo de moléculas de classe II do MHC para linfócitos 

T CD4+ (STEVENSON et al., 2004; GIRI et al., 2004; GARMORY et al., 2005). 

As vacinas de DNA são, portanto, capazes de induzir ambos os tipos de 

imunidade protetora, humoral e celular, com a estimulação de linfócitos T CD4+ e T 

CD8+, sem alguns dos possíveis riscos associados às vacinas com organismos 

vivos (DUNHAM, 2002; HENKE, 2002) (figura 10). Após o processamento e 

apresentação de antígenos pelas APCs, são produzidas citocinas, como a IL-12, que 

estimula a diferenciação das células T virgens em Th1 efetoras (SIN et al., 1999). 

Por sua vez, as células Th1 produzem citocinas como o IFN-γ que pode atuar na 

célula alvo que possui o transgene (OLIVEIRA et al., 1998; NAGATA et al., 2004) e 

melhorar a expressão de moléculas de MHC classe II pelas células apresentadoras 

de antígenos, facilitando a apresentação do antígeno e a ativação da célula T. 

A imunização com plasmídeos que codificam epítopos de classe I do MHC 

geralmente induz baixa resposta CTL e somente as construções com epítopos 

classe II do MHC podem melhorar a amplitude da resposta CTL. Os linfócitos Th são 

cruciais para o desenvolvimento de uma resposta imune celular eficiente e 

persistente com geração de resposta CTL de memória e produção de anticorpos 

(VATAKIS et al., 2005). Evidências em camundongos adultos imunizados com 

vacinas que expressam epítopos de classe I da gp120 do HIV e epítopos de classe II 

da ovalbumina mostram que quando não há direcionamento para as moléculas de 

classe II do MHC por baixa afinidade aos epítopos de classe II resultam em uma 

deficiente resposta CTL a gp120 (VATAKIS et al., 2005). Além do mais, os 
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camundongos imunizados com plasmídeos que codifica epítopos de baixa afinidade 

de classe II desenvolvem menor numero de células T CD4+ e CD8+ secretoras de 

IFN-γ. Por isso, as vacinas gênicas que possibilitam o direcionamento de antígenos 

as moléculas de classe II do MHC são vitais para a ativação de linfócito Th, com 

consequente expansão clonal de células B antígeno especificas, mudança de classe 

de anticorpos, geração de células T de memória, aumento da expressão de sinais 

coestimulatórios e produção de citocinas. 
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Figura 10. Indução da imunidade humoral e celular pela vacina de DNA. O plasmídeo entra 
no núcleo dos miócitos ou APC, utiliza a maquinaria celular para transcrição do gene 
seguida da expressão da proteína no citoplasma e consequentemente a formação dos 
antígenos protéicos. APC apresenta o antígeno através do MHC I pela transfecção direta (2) 
ou através da fagocitose de corpos apoptóticos de células transfectadas (3). APCs também 
exibem o antígeno pelo MHC II quando endocitam o antígeno exógeno (4) liberados pelas 
células transfectadas. APC carregada com o antígeno migra para o linfonodo pelo vaso 
linfático aferente (5) onde apresenta o peptídeo para as células T inativas via MHC e 
receptor do linfócito T (TCR). Esta interação provê os sinais secundários para iniciar uma 
resposta imune, ativar e ampliar as células T ou, alternativamente, ativar as células B e 
cascata de produção de anticorpo (KUTZLER & WEINER, 2008). 
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As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando comparadas às 

vacinas clássicas, em termos econômicos e técnicos. O tempo para a produção da 

vacina de DNA é rápido, o custo de produção em larga escala é consideravelmente 

menor ao custo de produção das vacinas compostas de fração subcelular, proteínas 

recombinantes e peptídeos sintéticos (WHALEN, 1996, ROBISON, 1997). Trata-se 

de uma vacina altamente reproduzível e tanto a produção quanto o isolamento pode 

ser realizado em larga-escala, otimizando o tempo de produção e custo. Pequenas 

doses são efetivas em modelos animais, os vetores plasmidiais são simples de 

manipular e pode ser testado rapidamente. O controle de qualidade é mais fácil, a 

comercialização não necessita de uma rede de refrigeração, pois estas vacinas são 

estáveis à temperatura ambiente e podem ser liofilizadas (WAINE & McMANUS, 

1995). Estes fatores facilitam o transporte, a distribuição e o estabelecimento de 

amplos programas de imunizações em regiões de difícil acesso, o que seria 

interessante para a realidade brasileira e de outros países em desenvolvimento 

(AZEVEDO et al., 1999, GLENTING & WESSLES, 2005).  

No caso de indivíduos imunocomprometidos, um grupo com alto risco de 

desenvolver uma doença, a vacina de DNA seria interessante, pois uma vacina 

comercial como, por exemplo, contra a tuberculose (BCG) é contra-indicada 

(WHALEN, 1996). Em crianças e idosos, cujo sistema imunológico se apresenta 

imaturo ou deficiente, a avaliação da vacina de DNA não apresentou os riscos 

proporcionados pelas vacinas vivas atenuadas (SIEGRIST, 1997). 

A imunidade adquirida pela vacina de DNA persiste por longo período de 

tempo devido à constante produção endógena do antígeno pela célula hospedeira e 

à capacidade destes antígenos estimularem linfócitos de memória imunológica 

(SNADEEP et al., 1996). O sucesso da imunização com DNA depende, 

principalmente, da natureza dos antígenos, da frequência e via de administração, da 

concentração de DNA administrada, da localização celular do antígeno codificado 

pelo plasmídio (secretado, ligado à membrana ou citoplasmático), da idade e saúde 

do hospedeiro e da espécie dos animais vacinados (RAINCZUK et al., 2003; MOREL 

et al., 2004; ROBINSON, 1997; FYAN et al., 1993). 

Os riscos que podem ser gerados com vacinas de DNA, como, a integração 

do plasmídio ao genoma hospedeiro, gerando mutagênese pela ativação de 

protoncogenes ou pela inativação de genes supressores de tumor, estão sendo 

avaliados. Estudos têm mostrado baixa probabilidade de ocorrer integração do 
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plasmídio. Três diferentes vacinas de DNA contendo genes virais foram avaliadas 

em camundongos, e se a integração tivesse ocorrido, a frequência seria de oito 

integrações do DNA por células diplóides. Isto seria três vezes abaixo da frequência 

de mutação espontânea. Contudo, ensaios de integração são necessários para 

todos os DNA plasmidiais que serão usados em vacinas para uso clínico. Outros 

riscos incluem a indução de tolerância, devido à apresentação do antígeno em longo 

prazo, ou reações auto-imunes devido à indução de anticorpos anti-DNA. Os níveis 

destes anticorpos têm aumentado de 20-30% em seres humanos, mas não induzem 

qualquer doença com os títulos apresentados, ao contrário do aumento de 100-1000 

vezes detectado em pacientes com doenças autoimunes (HENKE, 2002).  

A busca por alternativas para vacinas de DNA levou Preis e Langer a estudar 

mecanismos diferentes de administração de fármacos, a administração da vacina de 

DNA pode ser ocorrer por inoculação direta do plasmídio pelas vias intratraqueal, 

intravenosa, intrabursal, intraorbital, intradérmica, intramuscular, oral, subcutânea e 

via mucosa demonstraram sucesso na indução da resposta imune em todas as vias 

testadas (FYNAN et al., 1993; ULMER et al., 1997; UCHIJIMA et al., 1998; REN et 

al., 2002; YOSHIDA et al., 2000; CONG et al., 2005, LI et al., 2006). Entretanto, 

algumas vias influenciam diretamente na imunogenicidade da vacina. Os níveis de 

expressão dos antígenos obtidos pelas diferentes vias de administração parecem 

estar relacionados com a quantidade de células transfectadas obtidas após 

administração dos plasmídeos. A via intramuscular e a intradérmica liberam o DNA 

plasmidial no meio extracelular, localização pela qual, a maioria do DNA é 

rapidamente degradada pelas nucleases (LEVY et al., 1996). Diferentemente, o 

sistema gene gun libera o DNA dentro das células amenizando a perda inicial. Nos 

trabalhos preliminares avaliando as vias de administração da vacina foi necessária 

uma concentração de DNA pela via intramuscular 100 vezes maior que o sistema 

gene gun para proporcionar uma resposta imune equivalente (PERTMER et al, 

1995; ROBINSON, 1997). Esta estratégia vacinal é bastante eficaz para atingir as 

células dendríticas, que são as células apresentadoras de antígenos mais potentes e 

especializadas em ativar os linfócitos T CD8 e CD4 (CONDON et al, 1996; 

PORGADOR et al, 1998; LIN et al, 2006). 

O sistema gene gun utilizado para vacinas de DNA foi avaliado em bovinos, 

equinos, suínos, caninos e em aves (FYAN et al., 1993; MACKLIN et al., 1998; 

VANROMPAY et al., 1999). Em galinhas, o gene gun foi o sistema mais eficiente 
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para a liberação da vacina de DNA para influenza (FYNAN et al., 1993). Em perus, a 

combinação das vias intramuscular e intranasal induziu equivalente proteção contra 

a Clamydia psittaci comparada à liberação obtida pelo gene gun (VANROMPAY et 

al., 1999). Por outro lado, em suínos as imunizações pela via intramuscular da 

vacina de DNA contra peste suína clássica induziram mais altos títulos de anticorpos 

do que pelo sistema gene gun (ANDREW et al., 2000). Assim, a eficácia da vacina 

de DNA varia com diversos fatores que podem influenciar nestas vias de 

administração, como vetor, adsorção às partículas, a espécie animal e o patógeno. 

Outros métodos de entrega de DNA as células são: sonoporação e 

eletroporação, que criam poros transitórios na membrana para que grande 

moléculas de DNA possam ter acesso ao interior das células, assim como a 

biobalística e a microinjeção, que liberam os plasmídeos no citoplasma. A 

eletroporação pode ser utilizada em tecidos humanos e sua aplicação, independente 

do local, favorece transfecção eficiente em uma variedade de células, inclusive APC. 

Além disso, como um mecanismo adicional, um dano moderado ao tecido, induzido 

pela eletroporação, poderia provocar um fluxo de APC, sinais de perigo e aumento 

na liberação de antígenos pelas células lesadas, aumentando a apresentação dos 

antígenos (PRUD´HOMME, 2005).  

 

Tabela 01: Resumo das diferentes vias de administração para vacinas de DNA 

Método Vantagens Desvantagens 

Microinjeção direta 

Alta taxa de transfecção; 

evita a degradação 

citoplasmática e 

lisossomal do material 

injetado; técnica muito 

trabalhosa; requer células 

muito bem isoladas 

Só ex vivo; potencial para 

uso em terapia gênica da 

inhagem germinativa 

apresenta problemas 

técnicos e éticos 

Eletroporação Alta taxa de transfecção 

Só ex vivo; muita morte 

celular torna o 

procedimento pouco 

eficiente 
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Método Vantagens Desvantagens 

Injeção de plasmídeo 

Simplicidade;  2-19 Kb 

podem  ser facilmente 

transferidos para músculo; 

uso em vacinação gênica 

Baixa porcentagem de 

fibras expressam o 

transgen após a injeção; 

uso restrito a pele, timo e 

músculo estriado 

Injeção balística de DNA 

Alta taxa de transfecção; 

entrega de doses 

precisas; uso em 

vacinação gênica 

Expressão transitória; 

lesão celular considerável 

no centro da região 

atingida pelo disparo 

 

Fonte: DANI, 2000. 

 

Em alguns casos, a vacina de DNA tem falhado na produção mensurável de 

anticorpos, mesmo quando o hospedeiro está protegido, sugerindo que a maior 

estratégia utilizada é a resposta imune celular (SEO et al., 1997; KODIHALLI et al., 

2000).  

Algumas alterações nos vetores têm sido realizadas para melhorar a potência 

da vacina, como modificações para aumentar a eficiência do promotor, utilização de 

sequência líder alternativa e otimização de códons. Sabe-se que para melhorar a 

eficiência da vacina de DNA é preciso aumentar a expressão do antígeno dentro da 

célula do mamífero (KO et al., 2005). Outra maneira para potencializar a resposta 

gerada pelas vacinas de DNA as proteínas virais é a inclusão de adjuvantes 

genéticos como citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimulatórias (SASAKI et al., 

2003). A imunização de camundongos com a vacina de DNA contendo o gene de 

interleucinas (GM-CSF, TNF-α e TNF-β) associada as porções genéticas do HIV-1 

pode aumentar a produção de anticorpos específicos e a resposta Th e citotóxica 

(KIM et al., 2000). Desta maneira, a conjugação de peptídeos virais a genes que 

estimulam a resposta imune ou direcionem a resposta celular para uma resposta 

adequada e eficiente tem aperfeiçoado a imunogenicidade das vacinas genéticas. O 

uso de adjuvantes contendo motivos CpG tem sido uma opção para estimular 

resposta Th1 em diferentes modelos experimentais. 

A imunização com vacina de DNA contendo genes do vírus influenza (BOT et 

al., 1998; ULMER et al., 1998), vírus do sarampo e vírus Sendai (MARTINEZ et al., 
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1997), vírus da leucemia murina (SARZOTTI et al., 1996) e vírus da hepatite C 

(YOUN et al., 2003) mostrou-se eficaz em estabelecer a resposta imune antiviral em 

alguns modelos murinos. Em humanos, as vacinas de DNA não são tão eficazes, 

quando administradas como nacked DNA pelas vias intramuscular ou intradérmica, 

entretanto tem mostrado resultados promissores quando combinados com outras 

formas de vacina, como os vetores virais (LU et al., 2008). 

Os modelos animais são importantes para o estudo da interação entre o PV e 

seu hospedeiro e entre os co-fatores ambientais, além de serem extremamente 

essenciais para o desenvolvimento de vacinas antivirais, estas vacinas podem 

prevenir ou mesmo curar infecções com papilomavírus no estágio inicial, o que 

reduz a incidência de câncer e beneficia o tratamento das papilomatoses 

recorrentes. As vacinas de “primeira geração” baseadas em partículas virais 

inativadas, até as mais recentes vacinas de DNA, mostraram em modelos animais 

que a vacinação contra o papilomavírus é possível e efetiva tanto para efeitos 

profiláticos quanto para fins terapêuticos (CAMPO, 1997; SCHILLER & LOWY, 

2001). Portanto, o desenvolvimento de vacinas contra papilomavírus de animais 

proporciona um modelo para o surgimento de vacinas contra o HPV. 

A saúde do rebanho nacional é fundamental para garantir bom desempenho 

da cadeia produtiva  e desenvolvimento da pecuária brasileira, além da importância 

para a preservação da saúde pública, por isso, uma estratégia vacinal baseada na 

imunização genética utilizando L2 dirigida para a prevenção do sarcóide equino e da 

papilomatose cutânea e câncer de bexiga em bovinos, causados pelo BPV 1, é 

muito importante. Além da importância econômica do controle da infecção por BPV 

no contexto da pecuária nacional, este sistema também constitui um bom modelo 

para o estudo de estratégias vacinais profiláticas aplicadas a infecção pelo HPV em 

humanos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Amplificação do gene L2 

O gene L2 foi amplificado por meio da técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) a partir do genoma completo do BPV 1 clonado no vetor pAT153, 

com o uso de oligonucleotídeos específicos (tabela 02). Os primers foram 

desenhados de forma a amplificar o gene L2 com 1,4kb, nesses oligonucleotídeos 

foram adicionados sítios XhoI e XbaI, que flanqueiam o gene, de forma a facilitar a 

clonagem no vetor de expressão, a sequência Kosak no primer forward importante 

para a tradução da proteína em eucariotos, o epítopo AU1 e cauda de histidina 

foram adicionados para detecção imunológica. 

 

Tabela 02: Sequência dos primers para amplificação do fragmento L2. 

Primer Sequência 5’ – 3’ 

Forward  5’ CTCGAGRCCATGGACACCTATATAAGTGCACGAAA 3’ 

Reverse  5’ ATATCTAGATTAATGATGATGATGATGATGGGCATGTTTCCG 3’ 

 

Para a reação, foi utilizada a polimerase de alta fidelidade, Taq DNA 

Polymerase High Fidelity (GE Healthcare), com temperatura de anelamento de 58ºC, 

seguindo as concentrações seguidas na tabela 03. 

 

Tabela 03: Reação de PCR com os primers específicos 

REAGENTE [INICIAL] [FINAL] VOLUME (µL) 

DNA - - 3 

Tampão 10X 1X 5 

MgSO4 50mM 1mM 1 

dNTP 10mM 0,2mM 1 

Primer F e R 10µM 0,4µM 2 

Taq DNA Polymerase High Fidelity  5U/µl 1U/µl 0,25 

Água - - 35,75 
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O programa usado no termociclador constituiu-se das seguintes etapas: 

desnaturação inicial a 95ºC por 1’; 30 ciclos de 94ºC por 30’’, 58ºC por 30’’ e 72ºC 

por 1’ com extensão final a 72ºC por 5’. 
 

4.2 Clonagem do Gene L2 no Vetor de Expressão pCI-Neo 

 

O gene L2 foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega®) e posteriormente ligado ao vetor aberto pGEM-T Easy (Promega®) com 

o uso da T4 ligase (Promega®), após incubação de 16 horas em temperatura de 4oC, 

o produto da ligação é usado como agente transformante de células de Escherichia 

coli linhagem DH10α, previamente tratadas pelo sistema de cloreto de cálcio 

(SAMBROOK  et al., 1989).  

 

 
Figura 11. Mapa do vetor circular pGEM-T Easy (Promega®) 

 

Para a transformação, 10ng de DNA e 100µl das células competentes foram 

incubados no gelo por 30min com posterior choque térmico a 42°C por 2 min. Após 5 

min no gelo foi acrescentado 800 µl de LB para recuperação das células por 1 hora a 

37°C. Para o plaqueamento, as células foram centrifugadas por 10 min a 1200 rpm, 

descartando-se 600µl e homogeneizando-se o pellet obtido nos 200µl. Placas com 

LB e ampicilina (50µg/ml) foram semeadas com 200µl das células e deixadas a 

37°C, por 16 horas para crescimento dos transformantes.  
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Os recombinantes foram analisados quanto à presença da construção pGEM-

L2B1, através de mini-extração plasmidial e digestão com as enzimas XhoI e NotI 

(Promega®) quanto a presença do inserto.  

Para extração plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. Uma vez 

reconhecidos os clones realizou-se um novo inóculo, desta vez, para mini extração 

plasmidial para fins de subclonagem no vetor pCI-neo, utilizando o kit Invisorb Spin 

Plasmid Mini two (Invitek®). 

O gene L2 foi devidamente liberado do vetor pGEM após a digestão dupla de 

16 horas a  37ºC com as enzimas de restrição  XhoI e NotI (20U/µl, Promega®) e, em 

seguida, purificado pelo uso do kit  Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega®). Paralelamente, o vetor pCI-neo foi digerido com as enzimas para 

possibilitar a posterior ligação com o inserto L2.  

 
Figura 12. Mapa do vetor circular pCI-neo (Promega®) 

 

As concentrações dos reagentes utilizados nas duas digestões estão 

representadas na tabela 04. Os produtos purificados foram ligados com uso da 

enzima T4 ligase (Promega®), após incubação de 16 horas a 4ºC, seguindo as 

concentrações descritas na tabela 05. Esta ligação gerou a construção pCI-L2B1. 
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Tabela 04: Reação de digestão do pGEM-L2B1 e pCI-neo 

REAGENTE VOLUME REAGENTE VOLUME 

pGEML2B1(100ng) 10 μl Vetor pCI-Neo (100ng/ μl) 10 μl 

Enzima XhoI (20u/μl) 0,5 μl Enzima XhoI (20u/μl) 0,5 μl 

Enzima NotI (20u/μl) 0,5 μl Enzima NotI (20u/μl) 0,5 μl 

Tampão (Buffer D) 2 μl Tampão (Buffer D) 2 μl 

BSA 0,2 μl BSA 0,2 μl 

H2O 6,8 μl H2O 6,8 μl 

TOTAL 20 μl TOTAL 20 μl 

 

Tabela 05: Reação de ligação do vetor pCI-neo e fragmento L2 

REAGENTE VOLUME 

Vetor pCI-neo (50ng) 5 μl 

Fragmento L2(100ng) 1,5 μl 

Enzima T4 ligase 10u/µL 1 μl 

Tampão 10x 2 μl 

Água 10,5 μl 

TOTAL 20 μl 

 

Tabela 06: Reação de digestão do pCI-L2B1 

REAGENTE VOLUME 

pCIL2B1 (100ng) 8 μl 

Enzima XhoI (20u/μl) 0,5 μl 

Enzima NotI (20u/μl) 0,5 μl 

Tampão (Buffer D) 2 μl 

BSA 0,2 μl 

H2O 8,8 μl 

TOTAL 20 μl 

 

O produto da ligação foi usado como agente transformante de células de 

Escherichia coli linhagem DH5α, previamente tratadas segundo o protocolo de 

preparo de células competentes. Após o procedimento de transformação, já descrito 

em etapas anteriores, as células foram plaqueadas em meio sólido LB. 
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A análise dos clones foi feita através de extração plasmidial utilizando o kit 

Invisorb Spin Plasmid Mini two (Invitek®), digestão com as respectivas enzimas de 

restrição (tabela 06), PCR e sequenciamento.  

Para detecção do inserto, foi utilizado um primer forward que pareia no pCI-

neo e um primer reverse que pareia na porção interna do gene, gerando um 

fragmento de 1400pb (Tabela 07). A análise da orientação deste inserto também foi 

feita através da PCR usando enzimas de restrição, originando dois fragmentos de 

3,8 kb e 3kb respectivamente. As duas reações seguiram as concentrações e 

condições descritas nas 08 e 09. 

 

Tabela 07: Reação de PCR para os primers de detecção e orientação do 

fragmento L2. 

REAGENTE [INICIAL] VOLUME (µL) 

DNA - 1 

Tampão 10X 2.5 

MgSo4 50mM 0,5 

dNTP 10mM 0,5 

Primer F 10µM 1,5 

Primer R 10µM 1,5 

GoTaq (Promega) 5U/µl 0,2 

Água - 12 

 

O programa usado no termociclador constitui-se das seguintes etapas: 

desnaturação inicial a 94ºC por 1’; 35 ciclos de 94ºC por 20’’, 56ºC por 40’’ e 72ºC 

por 30’’; extensão final a 72ºC por 2’. 
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Tabela 08: Digestão para verificar orientação do fragmento L2. 

REAGENTE VOLUME 

pCIL2B1 (100ng) 8 μl 

Enzima EcoRI (20u/μl) 0,5 μl 

Enzima KpnI (20u/μl) 0,5 μl 

Tampão  2 μl 

BSA 0,2 μl 

H2O 8,8 μl 

TOTAL 20 μl 

 

 

Tabela 09: Sequência dos primers para detecção do fragmento L2. 

Primer Sequência 5’ – 3’ 

Forward pCI-Neo 5’ TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’ 

Reverse Interno L2 5’ CAGCTGGTTCTGCTTCATACA 3’ 

 

 

4.3 Sequenciamento do Gene L2 

 
A construção pCI-L2B1 foi submetida a reação de sequenciamento,  a 

quantidade de DNA enviada foi de 100ng, juntamente com cada oligonucleotídeo 

específico, primers para o vetor pCI-neo, a  uma concentração de 15pmol, como 

descrito na tabela 10. Os primers pareiam nas regiões que flanqueiam o gene de 

interesse, permitindo a verificação da matriz de leitura do mesmo. As amostras 

foram sequenciadas no Núcleo Integrado de Tecnologia (NIT) do CPqAM, utilizando 

o sequenciador automático de DNA  ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®), de 

acordo com os padrões previamente estabelecidos nesta unidade. As sequências 

resultantes foram analisadas pelo programa Clustal IX. 
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Tabela 10: Sequência dos primers para sequenciamento do plasmídeo 

pCIL2B1. 

Primer Sequência 5’ – 3’ 

Forward pCI-Neo 5’ TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’ 

Reverse pCI-Neo 5’ GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3’ 

 
 

4.4 Transfecção da Construção pCI-L2B1 

 

4.4.1 Cultivo e Transfecção In Vitro de células HEK 293 

 

Células eucarióticas HEK 293 foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM-Invitrogen®) acrescido de 10% soro bovino fetal (Gibco®), 

1% penicilina/estreptomicina (Gibco®), 1% L-glutamina (Sigma®) – DMEM completo. 

Após as células atingirem uma confluência de aproximadamente 80%, foram 

transfectadas em placa de cultura de 6 poços com 4µg do vetor pCIL2B1 em 6x105 

células/mL de HEK 293 e 16µl do Polyfect Transfection Reagent (Qiagen®), de 

acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. Em seguida foi acrescido meio 

DMEM completo para a manutenção celular e incubado por 48 horas (37ºC /5% de 

CO2). As células foram também transfectadas com a mesma quantidade de DNA, 

utilizando o plasmídeo pCI-neo vazio, como  controle negativo, e como controle 

positivo da transfecção o gene repórter da β-galactosidase.   

 
4.4.1.1 Avaliação da eficiência de expressão utilizando o gene 
repórter β-galactosidade 

 

As células transfectadas com o plasmídeo contendo o gene repórter da β-

Galactosidase foram incubadas (48 horas /37ºC /5% de CO2) e processadas para a 

avaliação da eficiência de transfecção, pela atividade de expressão do gene 

repórter. Após 48 horas da transfecção, as células 293 foram submetidas a reação 

de coloração do β-gal. Inicialmente, as células foram lavadas duas vezes com 2 ml 

em 1X PBS (Phosphate-buffered saline, Dulbecco) e fixadas em 1ml de solução 

0.2% glutaraldeído por 5 minutos. Nova lavagem com 1X PBS foi realizada, e em 
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seguida, as células fixadas foram incubadas em um volume final de 1ml de uma 

solução contendo 20mg de X-Gal, 0.005M de ferriciamida de potássio, 0.005M de 

ferrociamida de potássio, 0.002M de MgCl2 em 1X PBS, para o desenvolvimento de 

coloração pela atividade de β-gal. A incubação foi de 2 horas a 37ºC/5% de CO2.  

Alguns testes foram feitos para testar a eficiência e toxicidade do reagente de 

transfecção (Polyfect Transfection Reagent - Qiagen). Foram divididos em dois 

grupos de acordo com a proporção do reagente de transfecção e DNA. Na primeira 

situação, tivemos a adição 32μl do reagente, 4μg de DNA e 3,5x105 de células 293, 

e na outra situação, foi adicionada a quantidade total indicada pelo fabricante, 16μl 

do reagente de transfecção, 4μg de DNA e 6,0x105 de células.  

 
4.5 Análise da Expressão da Proteína L2 

 

 4.5.1 Extração de RNA total das células 293 transfectadas  

  
As células foram cultivadas em placa de 6 poços e transfectadas nas 

condições já descritas. Dois poços continham o controle negativo da transfecção 

(apenas com as células 293), outros dois o vetor vazio pCI-neo e mais dois, o 

pCIL2B1. As duas primeiras situações foram utilizadas como controle negativo. Após 

48 horas da transfecção, o meio DMEM foi retirado e as células lavadas 1X com 1ml 

de PBS estéril. Em seguida, foi acrescentado 500µl de tripsina e incubado por 30 

segundos a 37ºC. Para inativação da tripsina foi acrescentado 1ml de meio DMEM 

completo e o volume referente aos dois poços de cada situação foram transferidos 

para tubo falcon 15ml e centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet foi 

guardado a -80ºC para posterior extração.  

A extração foi realizada de acordo com as instruções do RNeasy Mini kit 

(Qiagen®). Todas as amostras foram tratadas com DNase I (Promega®) seguindo as 

instruções do fabricante.  
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4.5.2 Síntese de cDNA e RT-PCR  

  

 A construção do cDNA foi realizada a partir do kit  ImProm-II™ Reverse 

Transcription System (Promega®). As amostras, controle negativo da transfecção, 

pCI-neo e pCIL2B1foram preparadas em duplicata, adicionando 4µl de RNA de cada 

amostra, juntamente com 1µl do primer oligo dT 15 (Promega®), incubados à 

temperatura de 70ºC, por 5 minutos e no gelo, por mais 5 minutos. Para controle 

negativo do primer foi preparada uma amostra com 4µl de água livre de RNA e 1µl 

do primer oligo dT 15. A reação para a transcrição reversa, na presença da 

transcriptase reversa, e na sua ausência (controle negativo), está descrita na tabela 

11.  

 
Tabela 11: Reação para a transcrição reversa e controle negativo. 

REAGENTE VOLUME Controle negativo 
REAGENTE VOLUME 

Água livre de nuclease 7μl Água livre de nuclease 8μl 
dNTP (10mM) 1μl dNTP (10mM) 1μl 
MgCl2 2μl MgCl2 2μl 
Tampão 5x 4μl Tampão 5x 4μl 
Transcriptase Reversa 1μl Transcriptase Reversa - 
Total 15μl Total 15μl 
 

Para cada amostra, foi adicionado 15µl da reação com e sem transcriptase 

para incubação a 25ºC, por 5 minutos, 42ºC, por 1 hora e 70ºC, por 15 minutos. No 

controle negativo, apenas com água e primers específicos (tabela 12) foi adicionado 

o mix com transcriptase reversa.  A amplificação foi feita através da RT-PCR 

(Reverse-Transcriptase Polimerase Chain Reaction – Reação em cadeia da 

polimerase via transcriptase reversa), os reagentes e volumes seguem na tabela 13. 

Tabela 12: Sequência dos primers utilizados na RT-PCR 
Primer Sequência 5’ – 3’ 

Forward L2B1 5’- TGAGGACACTGTGCTACCAGAG -3’ 

Reverse L2B1 5’- CAGCTGGTTCTGCTTCATACA - 3’ 
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Tabela 13: Reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa 

REAGENTE VOLUME Controle negativo 
REAGENTE VOLUME 

cDNA 4,75 μl cDNA - 
Primer Forward 0,75 μl Primer Forward 0,75 μl 
Primer Reverse 0,75 μl Primer Reverse 0,75 μl 
Master Mix 6,25 μl Master Mix 6,25 μl 
H2O - H2O 4,75 μl 
Total 12,5 μl Total 12,5μl 
 

O programa utilizado no termociclador foi de 95ºC por 3 minutos 

(desnaturação inicial); 30 ciclos de 94º por 1 minuto, 57ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 

minutos; extensão final de 10 minutos a 72ºC. 

 

4.5.3 Avaliação da produção da proteína L2 por SDS-PAGE 

As células 293 transfectadas com o vetor vazio pCI-neo e com a construção 

pCIL2B1, após 48 horas, foram ressuspendidas em 600µl de tampão 2X Laemmli 

desnaturante (10% SDS, 1M Tris-HCl pH6.8, Glycerol, Água e Azul de Bromofenol) 

mais inibidor de protease (Roche), em uma proporção de 1:1 (volume referente a 

placa de cultura de 6 poços). A lise celular foi realizada de forma mecânica, com 

ajuda da agulha de insulina, e os extratos aquecidos a 95ºC durante 5 minutos. As 

amostras protéicas dos extratos celulares foram guardadas a -20ºC para análises 

subsequentes.   

Os extratos protéicos foram submetidos a uma eletroforese (250V e 30mA)  

em gel SDS-PAGE 12,5% e coradas com Coomassie blue. 

 
4.5.4 Avaliação da produção da proteína L2 através de Western Blot 

Após fracionadas em gel SDS-PAGE 12,5% (250V e 30mA) as proteínas 

foram transferidas por 30 minutos (25V e 400mA) para membranas Immobilon-P 

(Millipore, Bedford, MA) em sistema semi-seco de transferência (Bio-Rad, Hercules, 

CA). Posteriormente, a membrana foi bloqueada em solução 5% leite em 1X PBS-

0,01%Tween, incubada com o anticorpo monoclonal (1:500) específico contra o 

epítopo AU1, 1 hora sob agitação, e lavadas 3X (15 minutos cada) em 1X PBS- 
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0,05%Tween. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo secundário 

(1:5000) anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Jackson 

ImmunoResearch®), 1 hora sob agitação, lavadas e reveladas utilizando um kit de 

ECL (Amersham, England, UK®). 
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5. RESULTADOS  

 
 

5.1 Artigo: Desenvolvimento de uma estratégia baseada em vacina de 
DNA contra infecção por Papilomavírus bovino, incluindo os gene E5 ou 
L2 

O artigo foi submetido e aceito pela revista Genetics and Molecular Research 

(GMR), como podemos observar no apêndice. O artigo segue na integra em anexo 

deste trabalho. 

 

5.2 Amplificação do gene L2 de BPV 1  

 
 A padronização com o par de primers FL2B1/RL2B1 resultou na formação de 

uma banda de cerca de 1400 pb, demonstrando que estes primers mostram-se 

específicos para o gene L2 de BPV 1  (Figura 13).   

 
Figura 13. Gel evidenciando o resultado da amplificação do gene L2 de BPV 1. 1- Marcador 
1 Kb DNA Ladder (Ludwig); C- controle negativo da reação; B1- DNA amplificado. Para 
eletroforese do produto amplificado foi utilizado gel de agarose na concentração de 0,8%. A 
separação das moléculas de DNA se deu durante 30 minutos sob a aplicação de uma 
diferença de potencial de 100 volts. O tampão de eletroforese (corrida) utilizado foi o TAE 1X 
(Tris-Acetato-EDTA) e o volume do produto de PCR aplicado no gel foi de 5µl. 

 

1,5 kb 
1,4 kb 
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5.3 Clonagem do Gene L2 no Vetor de Expressão pCI-Neo 

 

O gene L2 (BPV1) purificado e o vetor pGEM-T foram utilizados em duas 

reações de ligação nas proporções vetor:inserto de 3:1 e 5:1. A enzima Taq 

polimerase frequentemente adiciona uma única desoxiadenosina em cada 

extremidade 3’ dos amplicons. O vetor pGEM-T, por sua vez, possui overhangs 3’ – 

T (terminações 3’ de desoxitimina), aumentando assim a eficiência da ligação do 

inserto ao plasmídeo por prevenir a recircularização do vetor. Portanto, o vetor 

pGEM-T permite a clonagem direta dos produtos de PCR sem que para isso seja 

necessária digestão prévia do vetor com enzimas de restrição (Clarck, 1988; 

ROBLES & DOERS, 1994). 

As reações foram processadas e o produto de cada ligação foi inserido em 

células de E. coli DH5α, através do processo de transformação. Durante a reação de 

ligação, o inserto quebra o gene β-galactosidase (enzima que degrada o substrato 

cromógeno Xgal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosídeo, permitindo a 

identificação de recombinantes) do pGEM, tornando a E. coli incapaz de metabolizar 

a lactose e seus similares como o X-Gal. As colônias que metabolizam o X-gal, 

geram subprodutos que reagem com o IPTG (isopropil-3-D-tiogalactopiranosídeo) 

corando-se em azul. A coloração azul das colônias deve-se à ação da ß-

galactosidase, enquanto na presença do inserto não há degradação de Xgal. As 

colônias que não metabolizam o X-gal permanecem brancas facilitando visualizar os 

recombinantes que possuem a construção pGEML2B1. 

As colônias recombinantes foram analisados quanto à presença das 

construções através de mini-prep plasmidial e digestão com as enzimas XhoI e NotI 

(Promega) que liberam o gene L2, O resultado foi avaliado por eletroforese em gel 

de agarose 0,8%. 
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Figura 14. Digestão do DNA plasmidial extraído das colônias transformadas com a 
construção pGEML2B1. M- Marcador 1kb (Ludwig); 1- construção digerida. Eletroforese em 
gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm2)  por 30 minutos. 

 

Uma vez reconhecidos os clones portadores da construção pGEM-L2B1, por 

digestão, o gene L2 liberado do vetor de passagem foi cortado do gel de agarose 

para purificação com Kit da GE Healthcare (figura 15), para fins de subclonagem no 

vetor pCI-Neo. O qual também foi submetido à purificação para possibilitar a reação 

de ligação. 

 

 
Figura 15. Quantificação do gene L2 do BPV-1 e do pCI-Neo. M- Marcador lambda Hind III 
(Invitrogen); 1 - DNA purificado BPV1. M- Marcador 1kb (Ludwig); 1 – pCI purificado. 
Quantificação em gel de agarose numa concentração de 0,8%. A separação das moléculas 
de DNA ocorreu durante um tempo de 30 minutos sob aplicação de uma diferença de 
potencial de 100 V. O tampão de eletroforese (corrida) usado foi o TAE 1X (Tris-Acetato-
EDTA) e o volume do DNA purificado aplicado no gel foi de 1 µl. 

L2  

pGEM  

1,5kb 

3kb 

  M           1 
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Foi possível verificar a existência de quatro clones (pCIL2B1) nos quais 

estaria presente o gene de interesse. Os oligonucleotídeos utilizados (forward pCI-

neo / reverse interno L2) amplificaram um fragmento de 1400pb, correspondendo a 

uma porção do vetor pCI-neo e parte do gene L2, como ilustrado na figura 16. 

                           
  

Figura 16.   Esquema da PCR para detecção do clone pCIL2B1. Pareamento dos primers 
forward pCI-neo (em verde) e  reverse interno L2 (em amarela) na construção pCIL2B1. O 
gene L2 representado em rosa e o vetor pCI-neo em preto. Amplificação de um fragmento 
de 1400pb. 

 

 
Figura 17. PCR de colônia transformadas evidenciando o gene L2 da construção pCI-L2B1. 
M- Marcador 1kb DNA Ladder (Invitrogen®); C-: controle negativo; 1 a 4 – produto da PCR. 
Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm2)  por 30 
minutos. 

 

A clonagem do gene L2 no vetor de expressão pCI-neo foi comprovada por 

digestão dupla com as enzimas XhoI e NotI, liberando um fragmento de 1400pb, 

 

 

pCIL2B1 

 

1,4 kb L2 1,5 kb 

  M       C-      1        2       3       4 
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relativo a sequência de L2  (figura 18); e por sequenciamento (forward pCI-neo e 

reverse pCI-neo). 

 

 
 

Figura 18. Construção do vetor pCIL2B1neo. M- marcador molecular 1kb (Ludwig); 1 a 4- 
pCI-L2B1 digerida XhoI-NotI. Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE; Voltagem 
aplicada de 100V(10V/cm2)  por 30 minutos. 

 
5.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA L2 

 
5.4.1 Avaliação da eficiência de expressão utilizando o gene 

repórter β-galactosidade   

  

Alguns testes foram feitos para comparar a eficiência e toxicidade do reagente 

de tranfecção (PolyFect - Qiagen®). Inicialmente, foram divididos dois grupos de 

acordo com a proporção do reagente de transfecção e DNA e quantidade células. 

Na primeira situação, tivemos a adição de metade do reagente recomendado pelo 

fabricante, não alterando a quantidade de DNA recomendada (4μg para placa com 6 

poços), e na outra situação, foi adicionada a quantidade total indicada pelo 

fabricante. Além desta variável, submetemos os dois grupos a quantidade de células 

diferentes, 3,5 x 105 recomendado pelo fabricante e 6x105 de células 293. De acordo 

com os resultados obtidos, observamos que as amostras com maior número de 

células e menor volume do reagente mostrou-se com maior eficiência de 

transfecção, 80% de eficiência.  

L2 (1,4kb) 

pCI-Neo (5,4kb) 

   M        1        2         3        4 
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Figura 19. Avaliação da eficiência de transfecção. Avaliação da eficiência de transfecção 
com duas variáveis (quantidade de células e volume do reagente de transfecção). 

 

 
5.4.2 Análise da Transcrição do Gene L2 
 

Com o intuito de avaliar a presença de RNA mensageiro e consequentemente 

confirmar a ocorrência de transcrição do gene L2, o RNA total foi extraído (48 horas 

após a transfecção) para realização de uma RT-PCR, em células 293 transfectadas 

contendo a construção pCIL2B1, o vetor vazio pCI-neo. Foram utilizados como 

controles negativo o vetor vazio pCI-neo e células 293 sem vetor.  

Um fragmento de 500 pb referente ao gene L2, amplificado do cDNA obtido 

com a transcrição reversa, foi observado nas amostras transfectadas com a 

construção pCIL2B1 (Figura 20), e os controles negativos não apresentaram 

nenhuma amplificação.  

 

 

6 x 105 de células 

e 16μl do reagente 

3,5 x 105 de células 

e 32μl do reagente 
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Figura 20. RT-PCR das células transfectadas com HEK 293. M- marcador molecular 100 
pb; λ- Marcador Lambda Hind III (Invitrogen); 1 - controle da  reação; 2 - controle negativo 
(sem transcriptase reversa); 3 - controle da transfecção (só células);  4 - transfecção com 
vetor pCI-neo; 5 - controle positivo (L2B1); 6 a 8- transfecção com construção pCIL2B1neo. 
Eletroforese em gel de agarose 2% em TAE; Voltagem aplicada de 100V(10V/cm2)  por 30 
minutos. 

 

Para descartar a possibilidade de contaminação das amostras de RNA total 

com DNA, uma reação de PCR sem a transcriptase reversa foi realizada para todas 

as amostras. A PCR realizada com este material foi negativa, indicando que não 

houve contaminação com DNA e a amplificação do fragmento de 500 pb observada 

nas amostras com transcriptase reversa é um indicativo que o gene L2 está sendo 

transcrito, já que apenas as amostras transfectadas com a construção pCIL2B1  

apresentou este padrão de banda.   

 

 
Figura 21. PCR das construções transfectadas com 293 sem transcriptase. M- marcador 
molecular 100 pb; C - controle negativo da reação; 1- transfecção com vetor pCI-neo; 2 e 3- 

      M      λ       1      2       3      4       5       6       7      8 

 M   C-    1      2     3      
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transfecção com construção pCIL2B1neo. Eletroforese em gel de agarose 2% em TAE; 
Voltagem aplicada de 100V(10V/cm2)  por 30 minutos. 

 

 5.4.3 Avaliação da Produção da Proteína L2 através de gel SDS-PAGE 

 

As células 293 transfectadas com o vetor vazio pCI-neo e com a construção 

pCIL2B1 foram lisadas após 48 horas de transfecção e foram submetidas a uma 

eletroforese em gel SDS-PAGE na concentração de  12,5%, para verificação da 

integridade das proteínas, assim como a presença de L2, proteína de interesse. As 

células 293, sem transfecção, também foram lisadas e analisadas.   

  

 
Figura 22. Análise por eletroforese de proteínas em gel SDS-PAGE. Análise por 
eletroforese de proteínas em gel SDS-PAGE dos extratos das células 293 transfectadas 
sem plasmídeos, transfectadas com o vetor vazio pCI-neo e com a construção pCIL2B1. M: 
Marcador Bench Marker (Sigma). Poço 1: extrato das células 293; poço 2: vetor vazio pCI-
neo e poço 3: pCIL2B1. Gel SDS-PAGE (12,5%), corado com Coomassie blue. 
 
 

A eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% foi estabelecida como padrão para 

análise da expressão da proteína L2 em células de mamíferos, pois apresentou um 

perfil de separação das proteínas celulares, mais homogênea e menos densa. 

 

 

 

 

 

M        1            2         3 

70 KDa 
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5.4.4 Avaliação da Produção da Proteína L2 por Western Blot 

 

As amostras foram analisadas quanto à expressão de L2 por Western Blot, 48 

horas pós-transfecção. Todas as amostras foram quantificadas pelo método de 

Bradford em diluição seriada, posteriormente, fracionadas em gel SDS-PAGE 12,5% 

e transferidos para membrana de nitrocelulose. Apenas nas células transfectadas 

com a construção pCIL2B1 foi possível detectar a proteína L2 no tamanho esperado, 

de 72 KDa (Figura 23), e a quantidade de extrato celular utilizado, foi de 60µg. O 

peso molecular da proteína L2 foi confirmado, utilizando o marcador Prestained, que 

possui a última banda equivalente a um peso de 70 KDa.  

Estes dados sugerem que houve uma eficiente tradução da proteína L2 nas 

células transfectadas com a construção pCIL2B1. Estes resultados confirmam a 

expressão do antígeno vacinal em células de mamíferos. 

 

 

 
 
Figura 23.  Western blot da proteína L2 de BPV-1. Western blot da proteína L2 de BPV-1 
expressa em células de mamíferos. O anticorpo anti-AU1 detectou a proteína L2 apenas nas 
células transfectadas com a construção pCIL2B1. C-: células sem o vetor; 2: células apenas 
com o vetor; ambas como controle negativo. M: Marcador de peso molecular Prestained 
(Fermentas®). 
 

 

 

 

 

72KDa 
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6. DISCUSSÃO 

 

É sabido que os papilomavírus são vírus que infectam queratinócitos e 

fibroblastos, causando lesões na pele, no tecido mucoso e podendo conduzir 

processos neoplásicos (ZUR HAUSEN, 1996; CAMPO, 2006). Nesse sentido, 

destacam-se o poder oncogênico do papilomavírus, o BPV representa um grave 

problema econômico do ponto de vista pecuário, em virtude de sua correlação com 

papilomatoses, cânceres de bexiga e do trato gastrintestinal superior, não havendo 

diferença na prevalência da patologia entre os sexos ou entre raças, sendo mais 

frequente em animais com menos de dois anos de idade (Corrêa & Corrêa, 1992).  

Por isso, promover uma metodologia de profilaxia viável e eficaz contra as 

doenças causadas por papilomavírus constitui um objetivo de grande interesse 

veterinário e econômico.  

Uma estratégia vacinal dirigida para a prevenção do sarcóide em equinos e 

da papilomatose cutânea e câncer de bexiga em bovinos é muito importante, 

principalmente no que diz respeito aos diferentes tipos de PVs, tornando assim L2 

uma forte candidata a vacina por conferir resposta imune cruzada. 

Inicialmente, o gene L2 foi amplificado a partir do genoma viral completo de 

BPV 1 por PCR, gerando um fragmento de 1400pb. Os oligonucleotídeos 

desenhados possuem sítios de XhoI e XbaI que flanqueiam o gene, assim como 

epítopo que facilitam a imunodetecção. A purificação com kit do gene amplificado 

ocorreu de forma prática e sem grandes perdas de material, o material purificado 

apresentou boa concentrações de DNA o que facilitou sua posterior ligação no vetor 

de passagem pGEM-T. 

A construção pGEML2B1 foi confirmada por digestão enzimática, 

apresentando padrões de bandas esperados do inserto e vetor. Esses resultados 

possibilitaram a continuidade do trabalho para que o gene L2 fosse subclonado no 

vetor de expressão.  

O vetor pCI-Neo foi linearizado a partir de digestão enzimática e purificado 

para posterior ligação ao inserto, a construção pCIL2B1 foi confirmada a partir de 

digestão enzimática, PCR e  sequenciamento. Nesta etapa grandes modificações de 

protocolos foram feitas, visto que o vetor religava-se, possivelmente pelas digestões 

ocorrerem de forma parcial. No entanto, no gel de agarose a visualização se dava de 

forma a interpretar digestão completa do vetor, observando-se uma única banda o 
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que era esperado para compreender que o mesmo estivesse de forma linear. A 

utilização do Blue Green (Ludwig) na eletroforese facilitou a visualização de outras 

bandas mostrando que o pCI não estaria completamente linearizado. 

Outras modificações de protocolo também foram realizadas, como a utilização 

de uma enzima (CIAP) para desfosforilar o vetor. Durante a ligação do DNA in vitro a 

enzima DNA-ligase só irá catalisar a formação da ligação fosfo-diester se um 

nucleotídeo contiver um grupo fosfato na posição 5’ e o outro contiver um grupo 

hidroxila na posição 3’. Se o grupo fosfato em ambas extremidades 5’ do DNA do 

vetor  for removido por tratamento com fosfatase alcalina, a tendência do vetor de 

recircularizar será, portanto minimizada. Por outro lado, um inserto de DNA estranho 

possui grupos fosfato nas suas extremidades 5’ capazes de serem ligados aos 

grupos hidroxila nas extremidades 3’ do vetor. Esse método, portanto, aumenta a 

frequência de células contendo DNA recombinante. 

Contudo, essa medida não foi suficiente para solucionar o problema, mesmo 

alterando o protocolo recomendado pelo fabricante da enzima os resultados eram 

insatisfatórios, ou o vetor se religava ou não havia junção com o inserto. 

A partir da construção do plasmídeo gênico (pCIL2B1) foram feito testes de 

transfecção, realizados em células embrionárias de rim humano (HEK 293). A 

linhagem HEK 293 é uma linhagem de células embrionária de rim também 

imortalizada pela transfecção de fragmentos de DNA e vem sendo utilizada para 

expressão de proteínas com potencial anti-inflamatório (CAO, 2004). 

Testes de transfeção com o gene β-gal foram realizados, com o intuito de 

estabilizar e otimizar o protocolo para esse processo. Com as modificações 

ocorridas, observamos que o protocolo sugerido pelo fabricante do reagente 

lipossomal de transfecção apresentava menor eficiência e maior toxicidade, frente as 

modificações realizadas pelo nosso grupo de pesquisa. Com a otimização do 

protocolo os testes de transfecções mostraram-se eficiente. 

As transfecções realizadas em 293 mostraram-se capaz de transfectar DNA a 

partir de um reagente lipossomal, verificando a ocorrência da transcrição do gene L2 

a partir de RNA mensageiro. 

Estudos que comparam a eficiência de transfecção transiente entre as 

metodologias de fosfato de cálcio e lipídeos catiônicos normalmente apontam a 

segunda estratégia como mais eficiente (ABULL-HASSAN et al., 2000; NOWLING et 

al., 2002).  
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Segundo Patil et al., 2005 e Romorem et al., 2005, transfecção com lipídeos 

catiônicos apresentam relativa toxidade, que varia de acordo com o tipo celular e de 

acordo com a quantidade de lipídeos utilizada na relação lipídeo – DNA para a 

formação dos complexos. Sendo que, quanto maior a quantidade de lipídeos em 

relação a quantidade de DNA, maior é o efeito citotóxico. A toxicidade é atribuída ao 

excesso de cargas positivas (DASS, 2004), uma vez que ao se utilizar formulações 

contendo maiores quantidades de lipídeos com cargas neutras/negativas, a 

toxicidade do complexo mostra-se menor (PATIL et al., 2005; ROMOREM et al., 

2005). Embora o mecanismo de toxicidade por excesso de cargas positivas ainda 

não esteja bem elucidado, acredita-se que elas comprometem a integridade da 

membrana plasmática. 

A posterior os testes de transfecção, realizou-se a RT-PCR dos clones com a 

construção vacinal pCIL2B1, confirmando-se a presença do RNA mensageiro do 

gene L2, com o uso de oligonucleotídeos iniciadores complementares a regiões 

internas ao gene L2, amplificando uma região de 500 pb. Como controles foram 

utilizados, o BPV1 como controle positivo mostrando que o RNA estava sendo 

traduzido, os controles negativos foram as células 293 transfectadas e o vetor vazio 

pCI-neo. Este resultado nos dá um subsídio importante para analisar a presença da 

proteína L2 no meio intracelular.   

Visando analisar a expressão bruta de proteínas e para comprovar que as 

mesmas estavam íntegras foi feito um SDS-PAGE, usando extratos celulares 

fracionados de acordo com o tamanho das moléculas. Géis SDS-PAGE 12,5% foram 

corridos com diversas concentrações dos extratos celulares, entretanto, a banda 

esperada (72KDa), correspondente a proteína L2, não pôde ser visualizada na 

amostra de pCIL2B1, possivelmente pela presença de várias proteínas encontradas 

no extrato de mesmo peso molecular. 

No entanto, a proteína L2 foi observada facilmente apenas na amostra 

pCIL2B1, sem a necessidade de otimização de códons, por imunodetecção através 

da técnica de Western Blot. As amostras quantificadas anteriormente por diluição 

seriada foram aplicados em SDS-PAGE e transferidos para membrana de 

nitrocelulose, obtendo-se melhor resultado quando aplicado 60μg do extrato, dessa 

forma quando revelado o filme, posterior ligação dos anticorpos primário e 

secundário conjugado a peroxidase, foi possível visualizar a banda de 

aproximadamente 72KDa correspondente a L2 de forma bastante concentrada. 
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Os anticorpos podem ser marcados de diferentes maneiras, podem ser 

usados em sistemas de detecção direta ou indireta. Nos métodos de detecção 

direta, o anticorpo purificado é marcado apropriadamente com uma molécula 

identificadora (fluoresceína, rodamina, biotina, etc.) e, então, é usado diretamente 

para se ligar a proteína alvo. Nos sistemas de detecção indireta, o anticorpo primário 

é usado como uma molécula intermediária e não é ligado diretamente a um 

composto identificador. Uma vez que se liga ao seu alvo, o anticorpo primário é, 

dessa forma, ligado a um reagente secundário, (a proteína A ou a um anticorpo 

secundário), o qual é conjugado a uma molécula identificadora, que pode ser 

fluorocromo, uma enzima (peroxidase, fosfatase alcalina, β-galactosidase, etc.) ou o 

ouro coloidal. Os sistemas de detecção direta têm a desvantagem de que uma 

grande variedade de anticorpos primários pode necessitar ser conjugados a 

moléculas identificadoras, enquanto que os sistemas indiretos oferecem o uso de 

anticorpos secundários purificados por afinidade, que estão prontamente disponíveis 

comercialmente. 

Neste trabalho, nós descrevemos a expressão da proteína L2 de BPV 1 em 

células de mamíferos, que mostraram-se eficiente como primeiro passo para 

implementação de uma estratégia vacinal baseada na imunização genética contra 

infecções por papilomavírus.  

A imunização genética 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 (CHANDRACHUD et al., 1995; 

Candido et al., 2003), suínos (GERDTS et al., 1997), caninos (SUZICH et al., 1995) 

e coelhos (SUNDARAM et al., 1997; HAN et al., 1999; HU et al., 2002), entre outros. 

No caso de bovinos há estudos envolvendo Vírus da Herpes Bovina tipo 1 (BHV-1), 

Vírus Sincicial Respiratório Bovino (BRSV) e Vírus da Dirréia Bovina (BVDV) 

(SCHRIJVER et al., 1997). Esta estratégia é capaz de proteger o hospedeiro contra 

novas infecções virais e regressão das lesões papilomatosas já estabelecidas. 

Nesse aspecto, a vacina de DNA apresenta várias vantagens atraentes como a sua 

simplicidade na produção, estabilidade de temperatura, segurança biológica e a 

capacidade de uma administração repetida (LIN et al, 2006). 

Segundo o trabalho desenvolvido por Karanam e colaboradores em 2009, 

mostrou que a vacinação em gado com L2 de BPV2 reduziu o tamanho do inóculo e 

facilitou a eliminação espontânea desses papilomas do tipo 2. O mesmo autor 
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também verificou, que animais imunizados com L2 de HPV produziu anticorpos 

neutralizantes (anti-L2 monoclonais) capaz de neutralizar uma gama de genótipos 

de HPV.  

Estes estudos sugerem que L2 contem regiões protetoras, principalmente na 

região N-terminal, no entanto, pesquisas ainda são necessárias, pois o estudo com 

polipetídeos de L2 demonstraram conferir proteção cruzada ou a um único tipo de 

infecção pelo papilomavírus. De acordo com Jagu et al., 2009, esse problema 

poderia ser solucionado com a utilização de vacinas com concatenados múltiplos 

fusionados da proteína L2, derivados de capsômeros conhecidos, resultando em 

maior imunidade a uma gama de HPVs clinicamente relevantes. Esses princípios 

têm orientado melhor os estudos para definir os epítopos neutralizantes de L2 e 

otimizar as formas de liberação do plasmídeo. 

Muitos aspectos da proteína L2 foram estudados separadamente, mas o 

papel e função geral do ciclo viral não têm sido exaustivamente formulados, 

(PEREIRA et al., 2009) 

Em trabalho realizado por Lira, 2010, com o objetivo de construir um vetor 

gênico para vacina profilática utilizando E5 de BPV 1 e 2, a autora sugeriu que a 

otimização de códons de E5 BPV1/2 é capaz de gerar níveis de expressão 

consideráveis da proteína nas células de mamíferos.  

Outros sistemas de expressão vêm sendo estudados para imunização contra 

papilomavírus, no entanto, os resultados obtidos em expressão heteróloga não tem 

sido satisfatório. Segundo Pokoj et al., 2009, testes comparativos entre expressão 

em E. coli e  P. pastoris, mostraram desvantagem no sistema bacteriano de 

expressão, pois há mudanças no folder da proteína frequentemente observados em 

proteínas-alvo, ainda a formação de agregados insolúveis, tais como corpos de 

inclusão, e / ou oligomerização que pode levar a uma proteína biologicamente 

inativa. Neste mesmo trabalho, o autor relata que para o aumento da expressão em 

P. pastoris são necessários a otimização de códons e um bom sistema de 

fermentação. 

De acordo com Bazan, 2007, em trabalho realizado com L1 de HPV-16 

utilizando expressão heteróloga em leveduras metilotróficas, a expressão de L1 não 

foi observada em Hansenula polymorpha, possivelmente pela impossibilidade da 

expressão desta proteína em sistema constitutivo. Em Pichia pastoris a expressão 

intracelular de L1 teve rendimentos baixíssimos. 
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Recentemente vários grupos de pesquisa têm gerado Virus-like particles 

(VLPs) sintetizando a proteína L1 isolada ou juntamente com L2 utilizando sistemas 

heterólogos de expressão, como baculovírus ou leveduras. Utilizando-se de modelos 

animais em ensaios de infecção in vitro se demonstrou que anticorpos contra VLPs 

apresentam um forte potencial imunológico (CAMPO, et al., 1991). Contudo, num 

estudo comparativo entre as respostas imunes contra VLPs e capsômeros, com 

HPV-33, observou-se que as duas estratégias possuem uma grande similaridade 

sugerindo que a maioria dos epítopos de neutralização está inteiramente dentro dos 

capsômeros. Além disso, o anti-soro com capsômeros tem uma resposta cruzada 

oito vezes maior em ELISA do que aquele com VLPs, sugerindo que a maior parte 

dos epítopos que induzem anticorpos de resposta cruzada estão mascarados dentro 

da estrutura das VLPs e se tornam acessíveis nos capsômeros (Fligge et al., 2001). 

Baseado no exposto, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que 

apenas as células transfectadas com a construção pCIL2B1 apresentaram 

transcrição do gene L2 e consequente produção da proteína, confirmando a 

expressão do vetor vacinal em células de mamífero. 
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7. CONCLUSÃO 

 
 

 Os dados apresentados nos permitem comprovar que o vetor vacinal pCIL2B1 

foi corretamente construído e teve sua funcionalidade, no que se refere a expressão 

da proteína L2, comprovada. Desta forma a construção pCIL2B1 poderá ser usada 

para estudos imunogênicos para avaliar seu potencial como uma estratégia vacinal 

contra a infecção pelo BPV-1. 
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ABSTRACT 

 

Papillomaviruses are known to cause tumor lesions, generally benign, in epithelial 
tissues from diverse organisms that may progress to cancer under suitable 
conditions. Bovine papillomavirus (BPV) is related to urinary bladder cancer and 
cancer of the upper gastrointestinal tract. Furthermore, BPV1 and 2 are implicated in 
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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 a strong humoral and cellular immune response. In this work, we proposed 
the development of two vaccine constructs for the control of diseases caused by 
BPV. The first strategy is prophylactic based on the L2 gene. The second one is 
therapeutic based on the E5 gene. Vaccine constructs were obtained and evaluated 
in vitro in mammalian cells. The results show the expression and respective 
production of the E5 and L2 viral proteins. These results confirm the functionality of 
the vaccine constructs in mammalian cells. This is the first step in the development of 
a vaccine strategy based on DNA vaccine 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 main highlights of the brazilian agribusiness 
on the international stage. However, some diseases have been causing considerable 
damage to this sector. Among them are diseases caused by papillomavirus: 
papillomatosis, and cancer. The 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 
functions both in male and in female cattle (Campo, 2003). Besides the benign 
tumors there is the possibility, under action of co-factors, of the progression to cancer 
in the upper gastrointestinal tract or urinary bladder that usually leads to death of the 
animal (Campo, 2006). Currently there are 13 known different types of bovine 
papillomavirus (BPV) classified according to biological properties and genome 
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). At the moment, there is no vaccine or effective 
treatment for the control of papillomatosis and cancer. There are few BPV treatments 
available with variable levels of success. 

Several strategies have been used for the development of different types of 
vaccines (Kim et al., 2008). In this scenario, DNA vaccines have been considered 
because they are able to stimulate effective CTL and antibody responses by 
delivering foreign antigen to APCs that stimulate CD4+ and CD8+ T cells. Naked 
DNA plasmid vaccines offer a number of advantages when compared to classical 
vaccines (Gurunathan et al., 2000). The time of production is fast, the cost of large 
scale production is considerably lower and the commercialization does not require a 
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network of refrigeration because these vaccines are stable at room temperature 
(Glenting and Wessles, 2005). 

The E5 protein is the major BPV oncoprotein acting on the disturbance of the 
mechanisms of growth suppression and cell cycle control. Additionally, it interacts 
with growth factor receptors, activating cellular proliferation (Venuti et al., 2011). The 
L2 protein is the minor viral capsid protein, but is extremely necessary for 
papillomavirus infection. It is responsible for binding to a secondary viral receptor, 
facilitating the exit of the endosome and the delivery of the viral genome within the 
nucleus (Karanam et al., 2009). 

Thus, the development of a prophylactic and therapeutic vaccine for BPV 
infection has become a key issue. Thus, this study aimed to evaluate the 
construction of vaccine vectors based on BPV1 E5 and L2 genes and the evaluation 
of their potential for expression in mammalian cells. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

BPV1 E5 gene was codon-optimized for expression in mammalian cells and 
then synthesized by Epoch Biolabs Company (Texas, USA). Besides the codon 
optimization, it was necessary to interrupt the transforming activity of this gene, since 
the study aimed to construct a DNA vaccine to be applied in genetic immunization. 
Therefore, glutamine 17 was replaced by glycine, as it is known that this substitution 
extinguishes the biological activity of the E5 protein (Sparkowski et al., 1994). The L2 
gene was amplified with polymerase chain reaction (PCR) from the complete BPV1 
genome and cloned into pGEM-T Easy vector (Promega, Wisconsin, USA). In both 
genes, AU1 epitope was inserted at the N-terminal portion in order to facilitate the 
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 with PCR, enzyme 
digestion, and 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), 1% L-glutamine (Sigma, Sao 
Paulo, Brazil). Cells at approximately 80% confluence were transfected with the 
pCIE5sint and pCIL2 constructs and empty pCI-neo vector (negative control) using 
the Polyfect® transfection reagent (Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the 
instructions suggested by manufacturer. After 1 hour of incubation, the transfection 
reagent was removed and complete DMEM was added. Cells were incubated for 48 
hours at 37°C, 5% CO2. After this period, the cells were processed for evaluating the 
expression of viral genes by RT-PCR and production of viral proteins by Western 
blot. 

To evaluate the transcription of E5 and L2 genes, it was performed RT-PCR 
from the transfected HEK 293 cells. Total RNA was extracted using RNeasy RNA 
isolation kit (Qiagen). The synthesis of cDNA was performed using the ImProm®-II 
Reverse Transcription System (Promega) following the manufacturer's 
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recommendations. To eliminate the possibility of contamination of the RNA samples 
with genomic DNA, the material was treated with DNase I (Promega). 

Protein expression was evaluated by Western blot assays with protein extracts 
of the transfected cells. The protein extracts of the transfected cells was 
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 membrane (Millipore, São Paulo, Brazil). The 
membrane was blocked in 5% nonfat dry milk, incubated for 1 h with monoclonal 
antibody anti-AU1 (Covance, New Jersey, USA) (1:500) under agitation and washed 
3 times with PBS 0.05% Tween 20. Then, the membrane was incubated for 1 h with 
antibody anti-mouse IgG HRP conjugated (1:5000) (Jackson ImmunoResearch, 
Pennsylvania, USA) and washed with PBS 0.05% Tween 20. The protein detection 
was performed using the ECL chemiluminescent kit (Amersham, UK). 

Because of E5 is a membrane protein, it was firstly necessary to perform an 
immunoprecipitation assay, before proceeding Western blot. Thus, the protein extract 
from cells transfected with the pCIE5sint construction was incubated for 5 min with 
radioimmunoprecipitation (RIP) buffer and protease inhibitor, homogenized and 
centrifuged at 8000 rpm for 5 min. Then, the supernatant was incubated with 
antibody anti-AU1 (1:150) for 1 h at 4°C under agitation. It was added a suspension 
of protein A-Sepharose CL-4B (Invitrogen) and incubated for 1 h at 4°C in constant 
rotation. The immunocomplex was washed 4 times with cold RIP buffer, resuspended 
in denaturing buffer and heated for 5 min at 95°C. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Particularly to BPV, the production of an effective, safe and low cost vaccine 
may lead to a large reduction in the incidence and mortality of animals with BPV 
infection. This virus is also an excellent model for human papillomavirus vaccination 
studies. In this sense, 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 the expression vector and evaluated for in vitro gene 
expression and consequent production of viral proteins. 

The evaluation of the viral genes expression 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 cells not transfected. In this 
assay, we observed the amplification of fragments of 175 bp, referring to the E5 
gene, and 500 bp, referring to an internal fragment of the L2 gene (Figure 1). The 
reaction of samples without the reverse transcriptase enzyme were negative 
indicating that no contamination with genomic DNA. 
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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 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.  

 

The protein extract of the transfected cells was assessed for the production of 
the viral proteins by Western blot. Only in the cells transfected with pCIE5sint and 
pCIL2 constructs, the assay detected a band of approximately 10 and 72 kDa, the 
expected sizes for BPV1 E5 and L2 proteins, respectively (Figure 2). It is noteworthy 
that the E5 protein was detected only after immunoprecipitation step. Through this 
step, it was possible to solubilize the biomembranes and detach the E5 protein from 
the cell membranes, resulting in a higher concentration of the antigens 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). 
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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 cross-
immune reaction, i.e. L2 can confer immune protection against a range of 
papillomavirus, including HPV (Karanam et al., 2009; Jagu et al., 2011). In the case 
of E5, the bet on this gene as a therapeutic vaccine against papillomavirus is still 
underexplored. The BPV E5 protein is related to cell transformation and its 
expression occurs both early and during the viral infection, modifying the cellular 
response to growth factors and blocking the expression of MHC (major 
histocompatibility complex) on the cell surface, making this gene attractive for use as 
DNA vaccine (Borzacchiello and Roperto, 2008; Venuti et al., 2011). 

The results here presented show the expression and respective production of 
E5 and L2 viral proteins. These results confirm the functionality of the vaccine 
constructs in mammalian cells. This is the first step in the development of a vaccine 
strategy based on DNA vaccine for the control and/or treatment of diseases caused 
by BPV. 
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