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RESUMO 

Mariz, F.C. Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em Pichia 

pastoris e Leishmania tarentolae para produção de candidatos vacinais contra os 

Papilomavírus humano (HPV) e bovino (BPV). 
 

O Papilomavírus (PV) é um reconhecido agente de lesões hiperproliferativas benignas que, 

sob determinadas circunstâncias, podem evoluir para lesões cancerosas. Em humanos, o HPV 

está relacionado ao desenvolvimento do câncer cervical e anogenital, enquanto o BPV é o 

agente de cânceres em bovinos e equinos. Atualmente, duas vacinas estão licenciadas para 

profilaxia contra o HPV, as quais se baseiam em partículas semelhantes ao vírus (VLPs, 

virus-like particles) obtidas a partir da produção da proteína L1 em sistemas de expressão 

heteróloga. Apesar de comprovadamente eficazes, ambas as vacinas apresentam importantes 

limitações relacionadas ao baixo espectro de proteção e elevado custo, o que impede sua 

implementação sobretudo nos países em desenvolvimento. Neste trabalho, apresentamos o 

desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas para produção de candidatos vacinais 

contra o HPV e BPV. Uma das plataformas emprega um sistema genético baseado no 

promotor constitutivo do gene PGK1 da levedura Pichia pastoris para expressão intracelular 

da proteína L1 de HPV16. Em paralelo, diferentes candidatos vacinais do HPV e BPV foram 

desenvolvidos para expressão em Leishmania tarentolae através do emprego de distintos 

sistemas genéticos. As análises de expressão por dot blotting e western blotting com 

anticorpos monoclonais demonstram a presença dos candidatos vacinais no lisado das 

leveduras recombinantes, enquanto evidências obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão sugerem a formação de VLPs no citoplasma dos clones cultivados. Em 

contrapartida, as análises por ultracentrifugação e purificação com resina de heparina-

sepharose evidenciaram a formação de capsômeros e VLPs quiméricas a partir dos candidatos 

vacinais produzidos em L. tarentolae. Interessantemente, nossos ensaios apresentam 

evidências de uma modificação pós-traducional ainda não revelada em espécies de 

Leishmania, denominada SUMOilação. Demonstramos por diferentes abordagens que tal 

modificação, ao ser realizada na proteína L2, ocorre através de um padrão semelhante ao 

descrito em células de mamíferos. Futuros ensaios focarão na determinação dos níveis de 

produção a partir de cultivos em biorreator e na imunogenicidade de candidatos vacinais 

desenvolvidos. Esses resultados demonstram a viabilidade do emprego de P. pastoris e L. 

tarentolae como plataforma vacinal para o desenvolvimento de abordagens potencialmente 

mais econômicas e de largo espectro contra a papilomatose humana e animal.                          

Palavras-chave: Papilomavírus. Pichia pastoris. PGK1. Leishmania tarentolae. VLPs. 

SUMOilação. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Mariz, F.C. Development of two biotechnologic platforms based on Pichia pastoris and 

Leishmania tarentolae strains for producing of candidate vaccines against human and 

animal papillomatosis. 

 

Infection by Papillomavirus (PV) is a well-known cause for the establishment of 

hyperproliferative and benign lesions (warts) that can evolve to carcinoma under specific 

circumstances. In human, HPV is related to cervical and other anogenital cancer, while BPV 

is the causal agent of different types of cancer in cattle. The current HPV vaccines licensed 

for prophylaxis against cervical cancer are based on virus-like particles (VLPs) obtained 

through the expression of major capsid L1 protein in heterologous expression systems. 

Although highly effective, both vaccines present important limitations related to their low 

spectrum of protection and high cost, which compromises their implementation worldwide, 

mainly in developing countries. Herein, we present the development of two biotechnologic 

platforms for production of vaccine candidates against HPV and BPV. The first one employs 

a genetic system based on the Pichia pastoris PGK1 constitutive promoter for intracellular 

expression of HPV16 L1 protein. In parallel, we designed different HPV16 and BPV1 vaccine 

candidates for expression in the protozoan Leishmania tarentolae through distinct genetic 

systems. Expression analysis by dot blotting and western blotting using monoclonal 

antibodies demonstrated the detection of L1 protein in the total protein lysate of recombinant 

yeasts, in addition to the electron microscopy evidences suggesting VLP assembling within 

the cytosol of the clones. In the other hand, ultracentrifugation and purification on heparin-

sepharose resin evidenced the assembling of capsomeres and VLP by expressing of L1-based 

candidates in L. tarentolae. Interestingly, our set of data indicates the occurrence of a post-

translational modification by small ubiquitine-like modifier (SUMO) still not revealed in 

Leishmania species. For the first time, we demonstrate that such modification 

(SUMOylation), when presented in the L. tarentolae-expressed HPV16 L2 protein, takes 

place in a mammalian-like pattern. Future studies will focus on immunogenicity assays with 

the vaccine candidates developed here. The data presented here demonstrated the feasibility of 

P. pastoris PGK1-based system and L. tarentolae as platforms for the developing of low cost 

and large spectrum vaccine strategies against human and animal papillomatosis.  

Keywords: Papillomavirus. Pichia pastoris. PGK1. Leishmania tarentolae. VLPs. 

SUMOylation. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 Os Papilomavírus constituem um grupo de vírus DNA dupla fita associado ao 

desenvolvimento de lesões epiteliais hiperproliferativas e tumores em diferentes espécies de 

animais. Em humanos, a infeção persistente pelo papilomavírus (HPV, Papilomavírus 

humano) é a doença sexualmente transmissível (DST) mais comumente relatada no mundo e 

tem como seu principal acometimento o câncer de colo do útero ou câncer cervical. Das quase 

266.000 mulheres que vão ao óbito por ano em decorrência desse quadro no mundo, quase 

90% encontram-se nos países em desenvolvimento. De maneira similar, a infecção persistente 

pelo Papilomavírus bovino (BPV) está associada ao desenvolvimento de cânceres no trato 

gastrointestinal, na bexiga urinária e no tecido cutâneo em diferentes espécies de bovinos e 

equinos. O Brasil se destaca mundialmente tanto pela elevada prevalência de câncer cervical 

quanto pelo grande número de animais infectados por BPV no seu rebanho, o maior do 

mundo.  

 Abordagens preventivas constituem a melhor opção para combater as doenças 

relacionadas a infecção pelo papilomavírus. Com exceção do melanoma, o câncer cervical é o 

tipo de câncer que apresenta maior potencial de prevenção. Desde 2009, duas vacinas 

profiláticas são comercializadas para proteção contra os HPVs tipos 16 e 18, os mais 

comumente encontrados em neoplasias cervicais. Essas vacinas anti-HPV são baseadas em 

partículas semelhantes ao vírus (virus-like particles, VLPs) obtidas a partir da produção da 

principal proteína do capsídeo viral (L1) em plataformas biotecnológicas ou sistemas de 

expressão heteróloga. Apesar de comprovadamente eficazes, essas vacinas apresentam 

importantes limitações: (i) elevado custo; (ii) baixo espectro de proteção. Consequentemente, 

diferentes grupos de pesquisa em todo mundo têm explorado o desenvolvimento de novas 

plataformas vacinais capazes de diminuir os custos de produção e atender as demandas atuais. 

Em paralelo, nenhuma abordagem vacinal está disponível para controle da papilomatose 

animal até o momento. O combate veterinário ao BPV tem se baseado exclusivamente no 

tratamento de lesões e tumores por remoção cirúrgica ou tratamento químico, mas tais 

abordagens apresentam baixa percentual de sucesso e elevada recorrência. Frequentemente, 

uma significativa parte do rebanho é abatida na tentativa de conter a propagação viral nas 

áreas de criação.  
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 No presente trabalho, relatamos o desenvolvimento de duas plataformas 

biotecnológicas baseadas em linhagens da levedura Pichia pastoris e do parasita não 

patogênico a humanos Leishmania tarentolae para expressão de antígenos vacinais do HPV16 

e BPV1. Desenvolvemos um sistema genético para expressão intracelular da proteína L1 de 

HPV16 sob regulação do promotor constitutivo PPGK1 de P. pastoris, paralelamente a outros 

sistemas genéticos para produção intracelular da proteína capsidial L2 de HPV e de versões 

quiméricas da proteína L1 em L. tarentolae, buscando a obtenção de VLPs ou subunidades do 

capsídeo viral denominadas capsômeros. Nessas quimeras de L1, foram adicionados epitopos 

da proteína capsidial L2 e da oncoproteína E5, os quais são capazes de induzir resposta 

humoral de proteção cruzada contra vários tipos de HPV e resposta terapêutica baseada em 

linfócitos T, respectivamente. A confirmação da expressão desses antígenos de HPV nas 

linhagens recombinantes foi realizada por dot blotting, western blotting e imunofluorescência 

utilizando um conjunto de anticorpos monoclonais, enquanto a caracterização estrutural dos 

capsômeros e VLPs foi realizada por sedimentação em gradiente de sacarose, cromatografia 

de afinidade e microscopia eletrônica de transmissão. Uma abordagem adicional empregou a 

expressão de antígenos baseados na oncoproteína E5 de BPV1 e HPV16 em L. tarentolae. 

Neste caso, obtivemos sucesso apenas na expressão da versão antigênica do BPV1, enquanto 

os dados obtidos por western blotting e northern blotting sugerem que a expressão dos 

antígenos baseados em E5 de HPV é altamente instável.    

O desenvolvimento de plataformas vacinais alternativas, além de contornar os 

gargalos atualmente existentes, diversifica as opções de proteção disponíveis e gera 

competição no mercado, constituindo uma estratégia capaz de diminuir os custos das vacinas 

anti-HPV atualmente licenciadas. Também propomos neste trabalho o desenvolvimento de 

candidatos vacinais com propriedades de proteção de largo espectro e terapêutica contra o 

HPV. Adicionalmente, salientamos a ausência de qualquer estratégia vacinal contra o BPV e a 

importância de uma plataforma para produção de antígenos com finalidade terapêutica num 

contexto onde o país possui o maior rebanho bovino do mundo, mas não dispõe de qualquer 

medida de controle contra a papilomatose bovina. Estudos para otimização da produção e 

avaliação da funcionalidade imunológica dos antígenos estão em fase de execução.  
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 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 O PAPILOMAVÍRUS 

 

 Os papilomavírus (PVs) estão dispersos entre os vertebrados de homeotérmicos e se 

diversificaram ao longo da história evolutiva desse grupo (GOTTSCHLING et al., 2007). São 

capazes de infectar diferentes espécies de mamíferos placentais das ordens Primata (humanos, 

chimpanzés, bonobó, gorila, macaco, colobus, macaco aranha), Carnívora (gato e cachorro), 

Perissodáctilo (cavalos), Artiodáctilo (gado, ovelha, cervo, alce), Cetáceo (golfinho), 

Lagomorfo (coelho e coelho cottontail), Sirenia (peixe-boi) e Rodentia (rato, hamster e porco-

espinho). Também são capazes de infectar outros hospedeiros distantes, como marsupiais, 

pássaros e répteis (GARCÍA-VALLVÉ et al., 2006; GOTTSCHLING et al., 2007; 

DOORSLAER, 2013). São vírus que possuem tropismo por queratinócitos indiferenciados da 

camada basal do epitélio mucoso e cutâneo, estando etiologicamente relacionados ao 

desenvolvimento de lesões hiperproliferativas (HOWLEY & LOWY, 2001). Essas lesões, 

conhecidas como verrugas, são geralmente benignas e a infecção é normalmente eliminada 

pela resposta imune do hospedeiro, a qual é direcionada contra antígenos virais. Contudo, 

ocasionalmente as lesões não regridem e, sob a ação de cofatores apropriados, podem 

progredir para câncer (BRIEN; CAMPO, 2002; ZUR HAUSEN, 2002).  

 De especial importância nesse âmbito é o potencial oncogênico do Papilomavírus 

Humano (HPV) e do Papilomavírus bovino (BPV). O primeiro é o agente causal de lesões 

anogenitais denominadas condiloma acuminado, constituindo a doença sexualmente 

transmissível (DST) mais comum em humanos – estima-se que 50% das mulheres seja 

infectada pelo menos uma vez na vida – e estando associado a virtualmente todos os casos de 

câncer do cólo do útero, ou câncer cervical (IARC WORKING GROUP, 2005; BRUNI et al., 

2015a). O BPV, por sua vez, é o agente causador da papilomatose animal, um conjunto de 

doenças de relevância veterinária que afeta o gado causando importantes perdas econômicas e 

depreciação da saúde animal (FREITAS et al., 2011; BOCANETI et al., 2016). O estudo de 

ambos os agentes tem promovido grandes avanços não apenas na compreensão da 

carcinogênese viral como também no desenvolvimento de abordagens vacinais para controle e 

terapia de doenças infecciosas diversas.       
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2.1.1 Classificação e estrutura viral   

 

 A família Papillomaviridae compreende pequenos vírus compostos por um capsídeo 

icosaédrico não envelopado. Os membros dessa família, denominados Papilomavírus (PVs), 

possuem genoma de DNA dupla-fita circular com aproximadamente 8000 pb, organizado em 

três principais regiões: a longa região de controle (LCR – Long Control Region ou URR – 

Usptream Regulatory Region), que contém sequências regulatórias da transcrição e expressão 

gênica virais e corresponde a 7-11% do conteúdo genômico; a região de expressão precoce E 

(Early), que abrange 50% do genoma e contém ORFs (Open Reading Frames ou Quadro 

Aberto de Leitura) responsáveis pela codificação de proteínas (E1-7) envolvidas na replicação 

viral e transformação celular; a região de expressão tardia L (Late), que codifica as duas 

proteínas estruturais L1 e L2 capazes de se auto-montarem no vírion (figura 1) (DE 

VILLIERS et al., 2004; BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). Os elementos conservados e 

que são compartilhados por todos os PVs são a LCR, as ORFs precoces E1, E2 (e 

possivelmente E4, que está localizada dentro de E2) e as ORFs L1 e L2 (GARCÍA-VALLVÉ; 

ALONSO; BRAVO, 2005). 

  

 

 

Figura 1. Comparação entre a configuração dos genomas de dois PVs, o BPV1 e do HPV18. No diagrama, o 

DNA dupla-fita circular com aproximadamente 8000 pb dos PVs está ilustrado como um círculo verde onde 

estão esquematizadas 3 distintas regiões: a LCR (linhas pontilhadas pretas), a região de expressão precoce (em 

vermelho) e região de expressão tardia (em laranja). Enquanto o genoma de BPV1 apresenta 8 ORFs dentro da 

região precoce, o genoma do HPV18 apresenta 7, as quais são arranjadas de maneira caracteristicamente 

diferente. Além disso, a disposição dos promotores (indicados pela letra P e por setas) e dos sítios de 

poliadenilação nos genomas de BPV1 e HPV18 também é distinta. Todas as ORFs, no entanto, são transcritas no 

mesmo sentido para todos os PVs. Fonte: adaptado de Bragard; Goubau; Michiels, 2015. 



Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em linhagens...   Mariz, F. C.  

23 

 

Atualmente, em torno de 210 genótipos descritos de PVs estão classificados em 29 

gêneros, com base em análises filogenéticas das sequências de nucleotídeos do gene L1 

(figura 2) (BERNARD et al., 2010). Dois terços desse total (aproximadamente 160 genótipos) 

correspondem a HPVs, enquanto dos 60 genótipos de PVs animais restantes, 13 são 

caracterizados como BPVs (FREITAS et al., 2011; BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). 

Cerca de 60 genótipos de HPVs estão classificados dentro do gênero Alphapapillomavirus 

(AlphaPVs), dentre os quais estão todos os tipos oncogênicos associados a cânceres 

anogenitais. Outros 100 tipos de HPV estão classificados entre os gêneros Beta e GammaPVs. 

Dois outros gêneros, o Mu e o NuPVs, englobam apenas três tipos de HPV, para os quais não 

há nenhum outro genótipo proximamente relacionado (BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). 

Por outro lado, os BPVs são classificados em três gêneros: DeltaPVs (BPV1, 2 e 13), XiPVs 

(BPV3, 4, 6, 9, 10, 11 e 12) e o EpsilonPVs (BPV5 e 8). Interessantemente, o BPV7 não ainda 

não foi classificado em nenhum gênero da família Papillomaviridae (FREITAS et al., 2011).   

Além das relações filogenéticas, outros critérios podem ser utilizados para 

classificação dos PVs. Obviamente que o propósito dessas classificações é um melhor 

enfoque clínico. Seguindo critérios de tropismo tecidual e características histopatológicas das 

lesões provocadas, por exemplo, os Delta-BPVs (BPV1, 2 e 13) são classificados como PVs 

cutâneos, os Xi-BPVs são epiteliotrópicos e o Epsilon-BPVs são cutâneos e epiteliotrópicos 

(BOCANETI et al., 2016). Adicionalmente, a International Agency for the Research on 

Cancer (IARC) classifica os HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 como de alto 

risco carcinogênico a humanos, enquanto outros genótipos (HPV5, 8 e 68, por exemplo) são 

classificados como de baixo risco (IARC WORKING GROUP, 2005).  

De qualquer forma, é importante salientar que essas classificações não são definitivas. 

Mesmo isolados proximamente relacionados podem apresentar fenótipos divergentes. Dois 

exemplos ilustram bem esse contexto. Embora os HPV16 e 31 se encontrem no mesmo 

gênero e possuam tropismos similares, o HPV16 apresenta uma prevalência 15 vezes maior 

do que o HPV31. De maneira análoga, os HPV6 e 11 são do mesmo gênero e causam lesões 

produtivas similares, mas divergem no tropismo (o HPV6 está associado a verrugas genitais, 

enquanto o HPV11 está geralmente associado a papilomatose respiratórias) (BRAVO; 

FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). 
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Figura 2. Reconstrução filogenética da família Papillomaviridae a partir do concatenamento dos genes E1-E2-

L1. As cores salientam e relacionam os PVs aos quatro super-taxa da família e os PVs rotulados em pretos não 

estão classificados em nenhum super-taxa. As silhuetas representam os hospedeiros infectados pelos genótipos 

correspondentes. O potencial carcinogênico dos HPVs está indicado de acordo com a IARC: pontos pretos 

indicam genótipos de alto risco carcinogênico, enquanto os pontos brancos indicam os de baixo risco. Fonte: 

adaptado de Bravo; de Sanjosé; Gottschling, 2010. 
 

 

2.1.2 História natural da infecção pelo PV 

 

Atualmente, é bem aceito que tanto humanos quanto os demais mamíferos são 

colonizados por vários PVs, os quais causam infecções assintomáticas na pele e mucosas. De 

maneira que os PVs compõem uma parte fundamental da microbiota da pele normal de 
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mamíferos, sendo adquiridos durante os primeiros estágios de vida (SYRJÄNEN, 2010a; 

BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). Apesar de serem considerados vírus epiteliotrópicos 

espécie específicos, transmissíveis por contato direto ou fômites contaminados, relevantes 

questionamentos existem quanto as suas vias de transmissão, seu tropismo tecidual e sua 

especificidade pelo hospedeiro (FREITAS et al., 2013).   

Embora esteja bem adaptado a microbiota do hospedeiro, certas infecções pelo PV 

podem passar de apresentações clínicas autolimitantes e benignas, denominadas de verrugas, 

para tumores malignos. Em humanos, a infecção crônica por certos tipos de HPVs 

oncogênicos é um problema de saúde pública pela correlação com o desenvolvimento de 

neoplasias do trato anogenital, incluindo cérvice, vulva, vagina, pênis e ânus (ZUR HAUSEN, 

2002). Ademais, associam-se também ao HPV alguns tipos de cânceres não genitais, como de 

cabeça (SYRJÄNEN, 2005; BRUNI et al., 2015a), laríngeo, esofágico, pulmonar (MAMMAS 

et al., 2011; BRUNI et al., 2015a) e de pele (STERLING, 2005). De maneira semelhante, 

certas circunstâncias conduzem a transformação de lesões e tumores benignos causados pelo 

BPV no tecido epitelial cutâneo e mucoso até carcinomas de células escamosas em bovinos e 

equinos (CAMPO, 2002; NASIR; CAMPO, 2008).  

O ciclo de infecção do PV é não lítico e está intrinsecamente relacionado aos estágios 

de diferenciação das células epiteliais do hospedeiro (figura 3) (BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 

2015). A ocorrência ou não de ciclo infeccioso produtivo depende da natureza do sítio 

epitelial onde a infecção se estabelece (DOORBAR et al., 2012). De acordo com o modelo 

atualmente proposto, a infecção requer o acesso do vírion a queratinócitos da lâmina basal, 

provavelmente através de microlesões e abrasões (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007; 

DOORBAR et al., 2012). A demonstração em modelos animais de que o ciclo infeccioso 

pode ser iniciado a partir da abrasão da pele seguida de exposição ao genoma viral desprovido 

de capsídeo sugere que o estabelecimento da infecção não requer o vírus na forma de vírion 

(CLADEL et al., 2008).     
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Figura 3. Diagrama esquemático do ciclo viral durante infecção produtiva pelo PV. As diferentes camadas 

celulares do epitélio estão indicadas à direita. A infecção se estabelece a partir de microlesões que permitem o 

acesso dos vírions à lâmina basal. As células basais infectadas constituem o reservatório da infecção, mantendo o 

genoma viral em baixas cópias epissomais. A medida que se dividem, as células-filhas migram em direção à 

camada superficial do epitélio, acompanhando a diferenciação tecidual. Diferentes eventos do ciclo viral são 

estimulados pelos distintos estágios de diferenciação do epitélio e estão descritos à esquerda do diagrama. O 

conjunto de setas e a coloração das células no epitélio ilustram a regulação da expressão gênica e da replicação 

do genoma virais de acordo com as fases ou camadas teciduais nas quais ocorrem. As siglas PE e PL se referem 

aos promotores precoce (Early) e tardio (Late), respectivamente, também referidos como p97 e p670. As siglas 

PAE e PAL se referem ao sítio de poliadenilação precoce (Poly-Adenylation Early) e tardio (Poly-Adenylation 

Late), respectivamente. Fonte: adaptado de Doorbar et al., 2012. 
 

 

O estágio inicial do ciclo viral na célula basal epitelial consiste, caracteristicamente, na 

estabilização do epissomo viral. A expressão dos genes virais ocorre através de um complexo 

padrão de eventos envolvendo a ativação de diferentes promotores virais em função do 

estágio de diferenciação epitelial (figura 3), bem como o processamento de distintos RNAs 

precursores policistrônicos até RNAs maduros (YANG; OKAYAMA; HOWLEY, 1985; 

JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013). As proteínas E1 (helicase) e E2 atuam na amplificação 

inicial do genoma viral formando um complexo que se liga à origem de replicação viral e 

recruta a maquinaria celular necessária, mas são dispensáveis tão logo o número de cópias se 

estabilize (MOHR et al., 1990; FRATTINI; LAIMINST, 1994; CONGER et al., 1999). A 

proteína E2 funciona, ainda, como um fator de transcrição ativador ou inibidor dos demais 

genes E, e tem papel crítico na segregação do epissomo viral nas células basais (DOORBAR 

et al., 2012).  

As proteínas E5, E6 e E7 são produzidas a partir do mesmo RNA policistrônico 

codificante das proteínas E1 e E2. De maneira geral, tanto E6 quanto E7 comprometem os 

mecanismos de controle do ciclo celular, conduzindo os queratinócitos em diferenciação a 
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uma proliferação descontrolada (ZUR HAUSEN, 2002; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 

2007). Adicionalmente, a proteína E5 suporta a malignização das células infectadas induzindo 

uma hiperproliferação e inibindo a apoptose celular (VENUTI et al., 2011). O resultado de 

uma infecção crônica pelo PV, portanto, é uma proliferação celular descontrolada e o acúmulo 

de danos genéticos que predispõem a malignização das células e o desenvolvimento de 

tumores.    

A medida que os queratinócitos migram em direção à camada apical do epitélio a 

atuação transformante do PV se intensifica e a progressão da diferenciação celular estimula 

novos eventos. O estágio final do ciclo viral caracteriza-se pelo alto nível de expressão da 

proteína E4 e das proteínas estruturais L1 e L2, todas corroborando para a formação dos 

vírions e sua posterior liberação (figuras 3). A proteína E4 atua nesse sentido ao promover o 

rompimento do citoesqueleto citoplasmático e dos filamentos de queratina (DOORBAR et al., 

2012). As proteínas L1 e L2 superexpressas no citoplasma das células infectadas são dirigidas 

até o núcleo para encapsidação do genoma viral e automontagem dos vírions. Estas partículas 

são liberadas, portanto, pelo processo normal de descamação, sem a ocorrência de lise celular 

(FLORIN et al., 2002).    

Recentemente, tem sido proposta a hipótese de que a formação das lesões pelo PV tem 

início com a infecção de células-tronco basais, ao contrário da proposta infecção de 

queratinócitos basais (DOORBAR et al., 2012). Essa concepção fundamenta-se na 

persistência de lesões por longos períodos e nas observações indicativas de latência viral. O 

período de latência viral tem sido invocado para justificar os estágios de transiência na 

detecção de genoma viral em indivíduos com detecção prévia comprovada (GRAVITT, 2011; 

FREITAS et al., 2013). A latência do PV seria caracterizada por um estágio de expressão 

proteica significativamente diminuído e manutenção do epissomo viral restrita às camadas 

basais do epitélio, onde as células infectadas aparentemente permanecem controladas por uma 

memória imunológica responsiva. Fatores capazes de suprimir o sistema imune, no entanto, 

causariam a reativação viral. Isso tem sido suportado por modelos animais (MAGLENNON; 

MCINTOSH; DOORBAR, 2011, 2014) e por achados em pacientes imunossuprimidos 

infectados pelo HPV (SCHMOOK et al., 2003).  
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2.1.3 A carcinogêse pelo HPV e BPV 

 

A atuação do PV na carcinogênese é largamente investigada e melhor compreendida 

para o HPV e câncer cervical. Embora os eventos moleculares descritos a seguir possam ser 

aplicados a outros cânceres humanos e animais associados aos PVs, os detalhes moleculares 

variam entre os diferentes tipos de PVs e mesmo entre os cânceres humanos induzidos pelo 

HPV. Nesse sentido, considerando que o BPV tem sido largamente explorado como modelo 

experimental in vivo para a carcinogênese pelo PV (CAMPO, 2006), é oportuno estabelecer 

um paralelo entre os processos carcinogênicos do HPV e BPV.  

O câncer cervical é caracterizado por fases progressivas bem definidas, classificadas 

em neoplasia intraepitelial cervical (NIC) do tipo 1 ao 3, a partir de critérios cito e 

histológicos e com base no aspecto morfológico atípico (displásico) e progressivo das células 

epiteliais (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007; MOSCICKI et al., 2012). Aceita-se, 

atualmente, que os níveis de expressão das proteínas E6 e E7 aumentam com a progressão das 

lesões, estando diretamente relacionada ao fenótipo neoplásico das lesões cervicais 

(DOORBAR et al., 2012).  

As proteínas E6 quanto E7 apresentam propriedades oncogênicas por perturbarem os 

mecanismos de controle do ciclo celular e conduzirem os queratinócitos em diferenciação a 

um estágio de proliferação descontrolada. A oncogenicidade dessas proteínas é explicada 

através de dois modelos de interações com proteínas supressoras de tumor, nos quais a 

proteína E6 interage com a proteína p53 e E7 se liga à proteína pRB, inativando e degradando 

tais supressores (DYSON et al., 1989; WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990). A 

degradação de p53 por E6 inibe a capacidade celular de reparar danos ao DNA (aumento a 

frequência de rearranjos, mutações e aneuploidias) ao mesmo tempo que impede a entrada da 

célula em apoptose. Por sua vez, a interferência na correta atuação da proteína pRB conduz ao 

estímulo inadequado da progressão do ciclo celular das células infectadas (VOUSDEN, 

1993). Salienta-se, contudo, que esses mecanismos envolvendo as proteínas E6 e E7 são 

apenas a base geral para a investigação e compreensão de outros eventos implicados no 

desenvolvimento carcinogênico pelo PV (ZUR HAUSEN, 2002). 

Embora algumas evidências demonstrem que modificações hormonais (DE 

VILLIERS, 2003; GARIGLIO et al., 2009) e epigenéticas (DING et al., 2009) podem 

provocar a desregulação na expressão desses oncogenes virais, a integração do epissomo viral 
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no genoma da célula infectada é, sem dúvida, o evento molecular melhor associado a esse 

cenário. Nas lesões cervicais de alto grau e câncer, o DNA epissomal do HPV apresenta-se 

integrado ao cromossomo do hospedeiro devido a uma quebra na região entre E1/E2, com 

consequente perda destes genes (figura 4) (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Isso 

resulta no aumento da estabilidade dos transcritos virais, descontrole da expressão dos 

oncogenes E6 e E7 - uma vez que E2 atua inibindo a transcrição dos mesmos - e consequente 

malignização dos tumores (DOORBAR et al., 2012). Ainda que a integração do DNA viral 

esteja associada a progressão maligna das lesões até cânceres invasivos, não está claro se este 

evento é crucial para a carcinogênese cervical (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). 

Neste ponto, faz-se uma importante distinção entre a carcinogênese pelo HPV e pelo BPV. 

Diferentemente do que se observa para o HPV e para a carcinogênese cervical, o genoma do 

BPV é permanentemente mantido na forma epissomal nos diferentes tipos de cânceres 

induzidos em bovinos e equinos (CAMPO, 2002; NASIR; CAMPO, 2008; BOCANETI et al., 

2016). 

 

 

 

Figura 4. Integração do DNA do HPV no genoma da célula hospedeira. A quebra do genoma viral, geralmente 

dentro da ORF E2, promove a perda completa ou parcial (ORFs parciais estão representadas com asteriscos) de 

regiões adjacentes que incluem as ORFs E4, E5 e L2. Tal evento predispõe a recombinação do DNA viral em 

sítios frágeis do genoma das células infectadas. A síntese de transcritos virais passa a ser regulada por 

promotores celulares que flanqueiam a região onde o DNA viral se integra. A quebra da ORF E2 favorece a 

superexpressão dos genes E6 e E7, uma vez que a proteína E2 atua como um inibidor transcricional dos genes 

precoces. A desregulação da expressão viral é potencializada pelo aumento na estabilidade dos RNAm virais 

quiméricos produzidos após integração. Fonte: adaptado de zur Hausen, 2002. 
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Um segundo paralelo importante entre a carcinogênese pelo HPV e BPV está 

relacionado à atuação dos oncogenes virais durante o processo.  Para as infecções pelo HPV, é 

comumente aceito que a proteína E5 desempenha um papel de menor protagonismo na 

transformação celular quando comparado com E6 e E7. Para o BPV, no entanto, E5 

representa a principal oncoproteína viral, atuando de maneira preponderante tanto na 

transformação celular, via interação direta com o receptor do fator de crescimento plaquetário 

(Platelet Derived Growth Factor Receptor β, PDGFβ-R), como na evasão viral do sistema 

imunológico, devido a supressão do complexo principal de histocompatibilidade de classe I 

(Major Histocompatiblity Complex class I, MHC-I) (VENUTI et al., 2011), enquanto E6 e E7 

são caracterizadas como coadjuvantes no processo (CAMPO, 2006; NASIR; CAMPO, 2008). 

Isso tem estimulado a investigação de E5 na carcinogênese pelo HPV e um número crescente 

de evidências tem sugerido que sua atuação é mais importante do que acredita-se (VENUTI et 

al., 2011). Esta proteína tem sido implicada na ativação desregulada do crescimento, 

diferenciação e divisão celular, bem como na inibição de supressores de tumor (HWANG; 

NOTTOLI; DIMAIO, 1995; DIMAIO; MATTOON, 2001; TSAI; CHEN, 2003; VENUTI et 

al., 2011) durante os estágios iniciais da transformação celular, mas seu papel não parece ser 

relevante para manutenção da neoplasia maligna das células infectadas visto que a deleção do 

gene E5 já foi relatada em casos de câncer cervical (DIMAIO; MATTOON, 2001; ZUR 

HAUSEN, 2002).  

O último e interessante paralelo que a carcinogêse pelo BPV demonstra é a existência 

de cofatores relevantes na carcinogênese pelo PV. Tanto estudos de campo (OLSON et al., 

1959) como infecções experimentais (CAMPO et al., 1992) demonstram que cofatores 

ambientais ou genéticos são necessários para que as lesões induzidas pelo BPV progridam até 

cânceres de células escamosas (figura 5). A samambaia (Pteridium aquinilum) tem sido 

identificada como principal cofator ambiental na carcinogênese induzida pelo BPV no gado 

(CAMPO; JARRETT, 1986; CAMPO, 2006). Diferentes agentes imunossupressores têm sido 

caracterizados na samambaia e a ingestão de brotos dessa planta causa duas marcantes 

alterações hematológicas nos animais: acentuada diminuição dos leucócitos 

polimorfonucleares e uma crônica queda no número de linfócitos circulantes (GAUKROGER 

et al., 1993; CONNOLLY et al., 1998; BENISTON et al., 2001; CAMPO, 2006). 

Adicionalmente, animais alimentados a base de brotos de samambaia desenvolvem elevadas 

anormalidade cromossômicas pela ação de agentes mutagênicos presentes nessa planta 
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(LEAL et al., 2003). Foi demonstrado que a ingestão crônica de samambaia associada a 

infecção persistente pelo BPV constitui a causa da hematúria enzoótica (HE) crônica, do 

câncer de bexiga urinário e do trato gastrointestinal (GI) em bovinos (CAMPO, 2006). Em 

animais imunocompetentes (não alimentados com samambaia), os papilomas causados pelo 

BPV nesses sítios corpóreos são poucos e regridem dentro de 12 meses. Essas observações 

conduziram, posteriormente, a identificação de cofatores ambientais (como por exemplo 

tabagismo, uso de contraceptivos e paridade)  (IARC WORKING GROUP, 2005) e genéticos 

(DE FREITAS et al., 2012a) relevantes também para a carcinogênese cervical pelo HPV.    

 

 

 

Figura 5. A carcinogênese pelo BPV. Diagrama esquemático representando o processo carcinogênico envolvido 

na progressão neoplásica de papilomas na bexiga causados pelos BPV1 e 2, e no trato GI pelo BPV4. A 

associação entre a infecção viral e a ingestão de samambaia é fundamental, visto que os papilomas causados 

pelos BPV1, 2 e 4 regridem naturalmente em animais imunocompetentes. Sob a ação dos agentes 

imunossupressores e carcinogênicos presentes na samambaia, no entanto, as lesões papilomatosas progridem até 

câncer, através de diferentes mecanismos moleculares (por exemplo, mutação em p53, superativação do receptor 

EGF e da via c-H-ras). Fonte: adaptado de Borzachiello; Roperto, 2008. 

 

 

2.1.4 Epidemiologia do câncer cervical 

 

Apesar da infecção pelo HPV estar relacionada ao desenvolvimento de outras doenças 

coletivamente conhecidas como papilomatose humana (verrugas dérmicas, condiloma 

acuminado e papilomatose respiratória, além de cânceres anogenital, de cabeça e pescoço) 

(SYRJÄNEN, 2010b; BRUNI et al., 2015a), o câncer cervical é sem dúvida o mais grave 

acometimento deste vírus em termos de saúde pública. Estimativas de 2012 indicam que mais 
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de 520.000 mulheres desenvolvem câncer de cérvice uterina anualmente e 265.000 irão a 

óbito em decorrência dessa doença. Na população feminina, o câncer cervical representa o 

quarto tipo de câncer mais comumente diagnosticado, representando 7,5% das mortes por 

câncer em mulheres (FERLAY et al., 2014).  

Estima-se que 15% da população feminina mundial seja afetada pelo câncer de colo 

uterino, sendo observadas as maiores taxas de incidência na África e América Latina (figura 

6), enquanto a Índia apresenta o maior número de casos (20%) (BRUNI et al., 2015a). Nesse 

interim, é característica a discrepância entre as taxas de incidência relatadas pelos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento. No mundo desenvolvido, o câncer cervical representa 

apenas o décimo primeiro tipo de câncer mais comum e a sexta maior causa de morte por 

câncer na população em geral, enquanto nos países em desenvolvimento é o segundo para 

ambas as estatísticas (FERLAY et al., 2014). Quase 90% dos óbitos ocorrem nos países em 

desenvolvimento, onde os programas de controle e prevenção do câncer cervical são 

ineficazes ou inexistentes (figura 6) (BRUNI et al., 2015a). Nos países desenvolvidos, a 

sobrevida média estimada em cinco anos varia de 51% a 66%; nos países em 

desenvolvimento, onde os casos são encontrados em estados relativamente avançados, a 

sobrevida média é menor, cerca de 40% após cinco anos; a média mundial é estimada em 49% 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE/INCA, 2009). 

 

 

 

Figura 6. Mortalidade mundial pelo câncer cervical. (A) Taxa de mortalidade anual do câncer cervical (a cada 

100,000 mulheres), padronizada por idade (ASR, age-standardized incidence rates). (B) Taxa de mortalidade 

anual pelo câncer cervical por continente (a cada 100,000). Fonte: adaptado de Bruni et al., 2015. 
 

 

As estimativas brasileiras seguem a tendência dos países em desenvolvimento, mas 

significativos avanços foram alcançados. Desde 1995, observa-se uma diminuição na 
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incidência do câncer de colo uterino no país (figura 7A). Atualmente, o Brasil apresenta uma 

incidência de 16,3 casos (para cada 100.000 habitantes) de câncer cervical (padronizado por 

idade), o que representa a segunda menor incidência registrada na América do Sul (o Chile 

possui a menor taxa de incidência, 12,8 casos) (BRUNI et al., 2015b) (figura 7C). Dada a 

dimensão continental do país, isso representa 41% dos 45.005 casos estimados para a América 

do Sul (BRUNI et al., 2015a). Para 2012, foram estimados cerca de 18 mil novos casos de 

câncer do cólo do útero, representando o segundo tipo de câncer mais comum em mulheres 

com exceção aos tumores de pele não melanoma (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER 

JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011). A incidência de câncer cervical evidencia-se a 

partir da faixa etária de 20-29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico etário 

entre 45-55 anos (figura 7D) (BRUNI et al., 2015b).  

Ainda que o país tenha avançado na prevenção do câncer cervical, tal evolução se deu 

de maneira desigual. À exceção dos tumores de pele não melanoma, o câncer de colo uterino 

continua sendo o mais incidente na Região Norte (24 casos), o segundo mais incidente nas 

Regiões Centro-Oeste (28 casos) e Nordeste (18 casos), o terceiro na Região Sudeste (15 

casos) e o quarto mais incidente na Região Sul (14 casos) (INSTITUTO NACIONAL DO 

CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011). Segundo o INCA, os estados do 

Mato Grosso do Sul (35 casos), Amazonas (34 casos) e Mato Grosso (33 casos) lideram as 

estatísticas de incidência, com taxas equiparáveis aquelas relatadas em Suriname (38 casos, 

terceira maior incidência nas Américas) ou nos países da África Oriental (42 casos, maiores 

taxas do mundo) (figura 7B) (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER JOSÉ ALENCAR 

GOMES DA SILVA, 2011; BRUNI et al., 2015a). Em comparação com as estimativas de 

2008 (MINISTÉRIO DA SAÚDE/INCA, 2009), Pernambuco apresentou uma melhora nos 

rankings nacional e regional, apresentando a décima primeira maior incidência do país (20 

casos) e a quarta maior incidência no Nordeste. Acompanhando a melhora estadual, a taxa 

relatada na capital Recife, que durante a década de 1980 era a maior do mundo (83,2 casos) 

(NETO, 1991), atualmente é a décima sexta maior do país (INSTITUTO NACIONAL DO 

CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011). 

Quanto à prevalência dos genótipos, os levantamentos epidemiológicos demonstram 

que o HPV16 é responsável por 50-60% dos casos mundiais de câncer de colo uterino. O 

segundo genótipo mais prevalente é o HPV18, estando presente em 10% dos cânceres 

cervicais relatados no mundo, enquanto os genótipos -31, -33, -35, -45, -52 e -58 contribuem  
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com 20% das lesões cancerosas do colo uterino adicionais (IARC WORKING GROUP, 2005; 

BRUNI et al., 2015a). 

 

 

2.1.5 Epidemiologia da papilomatose animal pelo BPV 

  

 Ao contrário da papilomatose humana, no entanto, a verdadeira extensão da 

patogênese pelo BPV, bem como suas implicações econômicas à criação do gado, é difícil de 

determinar porque sua epidemiologia é escassamente reconhecida. Inicialmente isolado em 

equinos (BRAVO; DE SANJOSÉ; GOTTSCHLING, 2010), o BPV passou a ser largamente 

caracterizado como agente etiológico de papilomas em bovinos. Diferentes linhas de 

evidências, detalhadamente discutidas por Freitas et al., (2011), demonstram que o BPV é o 

único PV capaz de transpassar a barreira da especificidade pelo hospedeiro e infectar bovinos, 

espécies proximamente relacionadas (como búfalos e girafas) e espécies não relacionadas 

(além de equinos, antas, antílopes, bisões e felinos). O BPV é tido, portanto, como um 

playground para estudos de evolução e carcinogênese na família Papillomaviridae.        

Vários relatos da incidência do BPV tem sido feitos em regiões geograficamente 

distantes mas onde existe grande densidade de espécies ruminantes, como Itália, Reino Unido, 

Alemanha, Japão, Índia, Estados Unidos e Brasil (CAMPO, 1995; LIOI et al., 2004; OGAWA 

et al., 2004; SINGH; SOMVANSHI; TIWARI, 2009; SCHMITT; FIEDLER; MÜLLER, 

2010; CARVALHO et al., 2012). Atualmente, 12 BPVs estão associados com papilomas 

cutâneos ou fibropapilomas, os quais podem se espalhar por todo o corpo dos bovinos (figura 

8) (BOCANETI et al., 2016). A existência de co-infecções com vários tipos de BPVs, seja 

numa mesma lesão ou não, tem sido comumente relatada no gado (SCHMITT; FIEDLER; 

MÜLLER, 2010; CARVALHO et al., 2012; BATISTA et al., 2013). Adicionalmente, os 

BPV1 e 2 são vastamente reconhecidos como agentes etiológicas de sarcóides em equinos 

(CHAMBERS et al., 2003a; NASIR; CAMPO, 2008). 

A principal relevância clínica da papilomatose cutânea em bovinos se dá a partir da 

infecção pelo BPV6 nos tetos e úberes, a qual frequentemente tende à disseminação de 

papilomas e fibropapilomas secundários e terciários, causando ulcerações e sangramentos que 

predispõem o surgimento de infecções bacterianas secundárias e mastite. Infecções pelo BPV 

nesses sítios corpóreos são mais prolongadas e menos propensas a resolução espontânea, 
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ainda que as razões para isso sejam desconhecidas (CAMPO, 2006). Inspeções realizadas em 

abatedouros na Escócia, Estados Unidos e Japão demonstraram que 36%, 25% e 39% das 

vacas apresentavam, respectivamente, papilomas nas tetas (HATAMA, 2011). A infecção 

pode se alastrar rapidamente pelo rebanho, como já relatado em 2007 no norte do Japão, 

quando lesões papilomatosas nos tetos de bovinos se tornaram epidêmicas e acometeram 80% 

do animais em um intervalo de apenas 4 meses (MAEDA et al., 2007). Em casos severos, os 

animais são sacrificados (CAMPO, 2006).  

 

 

Figura 8. Os tumores induzidos pelo BPV afetam diferentes sítios corpóreos em bovinos. (A) Papilomas 

esofágicos (seta branca). (B) Papilomas cutâneos (seta preta). (C) Múltiplos papilomas nos tetos (seta preta). 

Câncer de bexiga (seta preta). Fonte: adaptado de Bocaneti et al., 2016. 
 

 

Para além de tumores cutâneos benignos, a infecção persistente pelo BPV4, associado 

a pastagem dos animais em áreas infestadas por samambaia, constitui um risco para o 

desenvolvimento de carcinoma de mucosas em bovinos, especificamente no trato GI superior 

e inferior (CAMPO, 2006). Inspeções em abatedouros na Escócia e no norte do Inglaterra 

relataram a incidência de câncer no trato GI em 19% dos bovinos examinados (JARRETT et 

al., 1978). No Brasil, tumores de pele e subcutâneos representam o segundo tipo de neoplasia 
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mais comum em bovinos, sendo os tumores do trato GI o tipo mais comumente encontrado 

(LUCENA et al., 2011).  

O envolvimento da samambaia com as infecções pelo BPV1 e 2 na carcinogênese da 

bexiga urinária é reconhecido há mais tempo (OLSON et al., 1959). Ambos os tipos de BPVs 

infectam o epitélio da bexiga urinária e estabelecem uma infecção abortiva (sem produção de 

vírions), à exemplo do que ocorre para os tumores do trato GI. O câncer pode ter origem 

mesenquimal ou epitelial, com múltiplos tumores se desenvolvendo no mesmo órgão 

(BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008). A incidência do câncer de bexiga em bovinos 

acompanha a distribuição geográfica da samambaia; é elevada nas regiões tropicais e 

subtropicais, onde há larga distribuição dessa planta e, por consequência, os animais a 

ingerem cronicamente; é baixa nas áreas onde tal planta está ausente (PAMUKCU; PRICE; 

BRYAN, 1976). Em bovinos, os tumores de bexiga urinária estão comumente associados a 

HE em 90% dos animais adultos e já foram registrados na Europa, ilhas Azores, Quênia, 

Brasil, Nova Zelândia, Índia e China (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008). Em estudo 

retrospectivo brasileiro, o câncer de bexiga foi descrito como o quinto mais comumente 

relatado no gado (LUCENA et al., 2011).  

Sendo o único PV capaz de transpor o limite da espécie-especificidade, o BPV 

estabelece infecções de pele em equinos que se desenvolvem em sarcóides. Trata-se de 

tumores fibroblásticos de pele locais e invasivos que podem se desenvolver como lesões 

únicas ou múltiplas em diferentes formas. Apresentam predileção por sítios corpóreos 

expostos a traumas, raramente regridem (diferentemente dos papilomas equinos) e são 

comumente refratários a tratamento – de 20 a 50% das lesões se reestabelecem após 

tratamento cirúrgico (CHAMBERS et al., 2003a; NASIR; CAMPO, 2008). Essas lesões já 

foram relatadas em cavalos, mulas e jumentos, constituindo o tipo de tumor de pele mais 

comum em equinos – de 12,9% a 67% de todos os tumores relatados nesses animais (NASIR; 

CAMPO, 2008). Em cavalos, os sarcóides constituem 35-90% de todos as complicações 

neoplásicas de pele (GOODRICH et al., 1998) e alguns relatos sugerem uma incidência de 0,6 

casos/animal/ano em jumentos (NASIR; CAMPO, 2008). Ainda que alguns estudos sugiram 

uma prevalência de 1-12% para o sarcóides equino (GOODRICH et al., 1998), à exemplo do 

que ocorre para a papilomatose bovina, os estudos epidemiológicos são escassos.  

Tanto o BPV1, e menos comumente, o BPV2 estão envolvidos com a patogênese do 

sarcóide equino. Todavia, tem sido demonstrado que sarcóides são causados por variantes 
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específicas do BPV que infectam e estabelecem tumores preferencialmente em equinos 

(CHAMBERS et al., 2003b; NASIR et al., 2007). Ainda que não existam relatos sugerindo 

uma predileção por sexo, o desenvolvimento de sarcóides pelo BPV em equinos costuma 

acometer animais jovens e estão associados a uma predisposição genética, resumidamente 

discutida por Nasir & Campo, 2008. Apesar de ser uma condição restrita a pele, 

frequentemente os animais acometidos por sarcóide são eutanasiados por constituírem um 

reservatório viral com risco potencial para disseminação. Esse risco é potencializada por 

evidências demonstrando que moscas são capazes de atuarem como vetores na transmissão de 

BPV entre cavalos (FINLAY et al., 2009).  

 

 

2.2 RESPOSTA IMUNE CONTRA O PV E O DESENVOLVIMENTO DE VACINAS 

 

 A resposta imune contra o PV é pobre, sobretudo porque o ciclo viral se restringe às 

camadas acima da membrana basal e sem a ocorrência de lise celular. Isso limita o contato 

entre antígenos virais e células do sistema imune tipicamente localizadas abaixo da membrana 

basal. Adicionalmente, diferentes mecanismos de evasão viral tem sido descritos para os PVs, 

os quais coletivamente inibem a depleção viral pelas células de Langerhans intraepiteliais 

(BRIEN; CAMPO, 2002; CAMPO; RODEN, 2010). Em conjunto, esses eventos explicam 

parcialmente a ausência de resposta inflamatória local e persistência dos papilomas. A 

observação de que altos títulos de anticorpos anti-PVs são obtidos em animais com lesões 

ulcerativas ou tumores com sangramento suportam essa ideia (CAMPO, 2006) e sugerem que, 

apesar do fraco reconhecimento das proteínas virais pelo sistema imune do hospedeiro, as 

proteínas virais são imunogênicas.      

 A proteção contra as infecções pelo PVs foi relacionada a indução de anticorpos 

neutralizantes há 50 anos atrás (CHAMBERS; EVANS; WEISER, 1960), mas apenas na 

década de 1990 ficou esclarecido que a neutralização viral é dirigida por anticorpos contra a 

proteína capsidial L1 (KIRNBAUER et al., 1996; GHIM et al., 2000). Uma observação chave, 

no entanto, demonstrou que a transmissão passiva de soro é incapaz de promover a regressão 

de papilomas estabelecidos, apesar de proteger animais não infectados. Devido a expressão 

das proteínas L1 e L2 estar restrita às células diferenciadas da camada apical do epitélio, a 

resposta imune induzida por essas proteínas não tem algum efeito nas células basais 
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infectadas do epitélio – as quais mantém a infecção do HPV (SCHILLER; LOWY, 2012). De 

fato, após as demonstrações iniciais de que infiltrados celulares estavam associados a 

regressão de papilomas (PARISH, 1961), diferentes trabalhos – detalhadamente discutidos em 

(NICHOLLS; STANLEY, 2000) - comprovaram que a resolução espontânea das lesões 

papilomatosas é dependente de uma resposta linfocitária dirigida contra as proteínas precoces 

do PVs, sobretudo E5, E6 e E7. A obtenção desses achados constituiu o corpo de evidências 

necessário para o desenvolvimento de diferentes abordagens vacinais contra o PV observado 

massivamente nas duas últimas décadas.  

 

 

 2.2.1 Vacinas autóloga, heteróloga e baseadas em vírions purificados 

      

A vacinação contra PVs foi inicialmente avaliada na década de 1930 (SHOPE, 1937) 

em coelhos e teve seus estudos estendidos para bovinos na década de 1950 e 1990 (OLSON; 

SKIDMORE, 1959; OLSON; SEGRE; SKIDMORE, 1960; JARRETT et al., 1990a). Tais 

estudos envolveram a inoculação de extratos de verrugas no animal de origem (vacinação 

autóloga) e em animais diferentes (vacinação heteróloga), e demonstraram que as vacinas 

investigadas eram mais eficientes do que a infecção natural para promover tanto proteção 

contra novas lesões como a regressão daquelas pré-existentes. Adicionalmente, Jarrett et al. 

(1990a), empregando vírions purificados pela primeira vez, demonstraram que os anticorpos 

neutralizantes produzidos no soro dos animais vacinados (CHRISTENSEN; KREIDER, 1990; 

JARRETT et al., 1990a) eram tipo específicos – animais imunizados contra o BPV6 não eram 

imunes ao seu homólogo BPV1 (JARRETT et al., 1990b).  

No entanto, a observação de que o emprego de PVs “vivos” constitui um risco para o 

desenvolvimento de neoplasias (BREGMAN et al., 1987; NICHOLLS; STANLEY, 2000), 

associada à complexidade em mimetizar a diferenciação do epitélio estratificado em cultura 

de células para produção de partículas virais com fins vacinais, (PYEON; LAMBERT; 

AHLQUIST, 2005) – constituíram fatores limitantes para as referidas estratégias vacinais.  
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2.2.2 Vacinas recombinantes baseadas nas proteínas L1 e L2  

 

A imunização de animais com versões recombinantes das proteínas L1 e L2, 

produzidas em bactérias e obtidas na forma de fusões com outras proteínas, como beta-

galactosidase, glutationa-S-transferase e trpE, sob condições desnaturantes, demonstrou a 

existência de epitopos neutralizantes nas proteínas capsidiais, ainda que os títulos de 

anticorpos produzidos tenham sido baixos (JARRETT et al., 1991; LIN et al., 1992; CAMPO 

et al., 1993). A importância da estrutura terciária da proteína L1 na geração de epitopos 

conformacionais foi esclarecida por Lin et al. (1993), que demonstraram a ausência de 

qualquer resposta protetora quando subfragmentos e versões desnaturadas de L1 foram 

empregadas para imunização. Posteriormente, diferentes trabalhos demonstraram que, quando 

produzida em Escherichia coli, a proteína L1 espontaneamente forma estruturas pentaméricas 

(CHEN et al., 2000, 2001) - os quais apresentam epitopos conformacionais e são 

denominadas capsômeros (figura 9B) – capazes de induzir altos títulos de anticorpos 

neutralizantes e proteger animais imunizados (YUAN et al., 2001). Interessantemente e ao 

contrário do que se observa para outros PVs, a proteína L2 de BPV2 é capaz de promover a 

regressão de tumores quando administrada profilaticamente ou após desafio experimental. 

Além disso, os títulos de anticorpos neutralizantes induzidos contra L2 são significativamente 

menores do que aqueles observados para L1 (JARRETT et al., 1991).    

 

 

2.2.3 Vacinas baseadas em partículas semelhantes ao vírus (VLPs) 

 

  Kirnbauer et al. (1992 e 1993) demonstraram pioneiramente que partículas 

semelhantes ao vírus (virus-like particles, VLPs) podem ser obtidas a partir da superexpressão 

da proteína L1 e da coexpressão de ambas as proteínas L1 e L2 em células de inseto e 

leveduras. Tais partículas são espontaneamente montadas pela associação de 72 capsômeros 

de L1 (e 72 cópias de L2, quando esta proteína é coexpressa) em células eucarióticas e não 

apresentam genoma viral, sendo estrutural e antigenicamente semelhantes aos vírions (figura 

9) (SCHILLER; LOWY, 2000; SCHILLER; MÜLLER, 2015). A eficiência de vacinas 

baseadas em VLPs de PVs foi inicialmente validada em bovinos e coelhos, atingindo quase 

100% de proteção mesmo com partículas baseadas apenas em L1 (CHRISTENSEN et al., 
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1996; KIRNBAUER et al., 1996), e posteriormente em caninos (SUZICH et al., 1995). Esses 

trabalhos, portanto, constituem a base de evidências para o desenvolvimento das atuais 

vacinas anti-HPV.    

 

 

 

Figura 9. Caracterização estrutural dos vírions, VLPs e capsômeros do PV. (A) A partícula viral e as VLPs do 

PV são formadas por um capsídeo icosaédrico não envelopado, com diâmetro entre 55-60 nanômetros, resultante 

da associação entre capsômeros da proteína L1 (losangos coloridos). (B) A associação entre os capsômeros é 

mediada por uma α-hélice C-terminal da proteína L1, denominada h4 (círculo preto ponteado). (C) Nos vírions 

(ou quando coexpressa com L1), cada molécula da proteína L2 produzida (em vermelho) se associa com um 

capsômero (em azul), totalizando 72 cópias de L2 por partícula viral ou VLP. (D) As VLPs - sejam apenas de L1 

quanto aquelas baseadas em ambas as proteínas capsidiais L1 e L2 - são morfologicamente idênticas aos vírions 

nativos, apresentando epitopos conformacionais reconhecíveis pelos anticorpos neutralizantes. Uma vez que tais 

epitopos localizam-se nas regiões de loops dos monômeros de L1 (B, setas pretas), tais estruturas também são 

apresentadas pelos capsômeros (20 nm), porém em menor quantidade quando comparada às VLPs (D). Fonte: 

adaptado de Chen et al. (2000); Buck et al. (2008). 

 

 

2.2.4 Vacinas baseadas em VLPs contra o HPV 

 

Desde 2006, duas vacinas baseadas em VLPs do HPV estão mundialmente licenciadas 

para uso e constituem as primeiras abordagens vacinais a serem desenvolvidas para proteção 

contra DSTs causadas por vírus que infectam o trato anogenital. A vacina bivalente 

Cervarix
®

, fabricada pela GlaxoSmithKline (GSK, Bélgica), contém VLPs dos HPV16 e 
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HPV18 produzidas a partir de células de inseto Trichoplusia ni Hi5 infectadas com 

baculovírus recombinante expressando L1. A vacina quadrivalente Gardasil
®
, fabricada pela 

Merck & Co. Inc. (Estados Unidos), contém VLPs dos HPV6 e HPV11 – responsáveis pela 

maioria das verrugas genitais - em adição às VLPs dos HPV16 e HPV18, sendo todas 

produzidas a partir de leveduras Saccharomyces cerevisiae recombinantes (INGLIS; SHAW; 

KOENIG, 2006). Ensaios clínicos para ambas as vacinas demonstraram quase 100% de 

eficácia na profilaxia contra os genótipos alvo (HARPER et al., 2004; VILLA et al., 2006; 

SCHILLER et al., 2008) e segurança, não tendo sido relacionada alguma causalidade entre 

eventuais efeitos adversos sérios e a vacinação (REITER et al., 2009).  

Apesar do sucesso descrito, as duas vacinas anti-HPV possuem importantes limitações 

que restringem tanto suas disponibilidades quanto seus potenciais efeitos em termos de saúde 

pública. Por basearem-se em VLPs da proteína L1, tais vacinas: (i) apresentam baixo espectro 

de proteção, pois não possuem atividade terapêutica contra infecções preexistentes nem 

conferem proteção contra os demais 11 HPVs de alto risco, responsáveis por 30% dos casos 

de câncer cervical (STANLEY; LOWY; FRAZER, 2006; HILDESHEIM et al., 2007; 

KUDENCHUK et al., 2007); (ii) demandam elevados custos de fabricação e distribuição por 

empregarem sistemas eucariotos de expressão e uma cadeia de refrigeração para conservação, 

respectivamente, o que encarece seu preço final ($150/dose, sendo necessários três doses para 

proteção completa) (HAKIM; DINH, 2009; CAMPO; RODEN, 2010; HANSON et al., 2015; 

SCHILLER; MÜLLER, 2015). 

 Na tentativa de contornar essas limitações, a Merck teve uma vacina nonavalente 

recentemente licenciada para proteção contra os HPV31, HPV33, HPV45, HPV52 3 HPV58, 

além dos demais genótipos já contemplados na vacina quadrivalente. Os ensaios clínicos 

demonstraram os mesmos níveis de eficácia e segurança das atuais vacinas (CANCER 

DISCOVERY, 2014). Apesar do aumento no espectro de proteção, a nova vacina emprega o 

mesmo protocolo de obtenção das VLPs em leveduras recombinantes e, portanto, é muito 

provável que possua a mesma limitação relativa ao preço. 

Em conjunto, essas considerações tornam urgente o desenvolvimento de novas 

estratégias de vacinação contra o HPV com dois principais objetivos: aumento do espectro de 

proteção (seja contemplando proteção contra genótipos adicionais ou proteção terapêutica) e 

barateamento dos custos. Tais abordagens são referidas por alguns autores como vacinas de 
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segunda geração (STANLEY; GISSMANN; NARDELLI-HAEFLIGER, 2008; SCHILLER; 

MÜLLER, 2015).  

 

 

2.2.5 Vacinas de segunda geração contra o HPV 

 

Uma segunda geração de vacinas contra o HPV tem sido extensivamente investigada e 

revisada na literatura (NICHOLLS; STANLEY, 2000; SCHILLER; LOWY, 2000; 

STANLEY; GISSMANN; NARDELLI-HAEFLIGER, 2008; CAMPO; RODEN, 2010; 

PADMANABHAN et al., 2010; SU et al., 2010; DE FREITAS et al., 2012b; SCHILLER; 

MÜLLER, 2015). Os trabalhos envolvem esforços tanto do setor acadêmico quanto da 

indústria farmacêutica, concentrados, sobretudo, nos países em desenvolvimento. Tais 

estratégias podem ser subdivididas em quatro categorias: (i) vacinas baseadas em proteínas ou 

subunidades (ii) vacinas baseadas em peptídeos purificados; (iii) vacinas baseadas em vetores 

microbianos e (iv) vacinas baseadas em DNA.   

 

 

2.2.6 Vacinas de segunda geração baseadas em subunidades da proteína L1  

 

As abordagens mais atrativas nesse contexto baseiam-se no desenvolvimento de 

sistemas recombinantes de expressão de baixo custo para produção de VLPs, bem como no 

emprego de capsômeros de L1 como imunógenos. Diferentes hospedeiros vêm sendo 

empregados como plataformas vacinais de baixo custo para produção de VLPs, mas especial 

atenção tem sido investida em E. coli (HU et al., 2014) e na levedura metilotrófica Pichia 

pastoris (BAZAN et al., 2009; HANUMANTHA RAO et al., 2011), tanto a partir de ensaios 

pré-clínicos quanto clínicos (SCHILLER; MÜLLER, 2015).   

Em comparação com as VLPs, todavia, os capsômeros de L1 são termoestáveis e têm 

o potencial de descartar a necessidade de refrigeração das vacinas (STANLEY; GISSMANN; 

NARDELLI-HAEFLIGER, 2008), diminuindo sensivelmente os custos de fabricação e 

distribuição. Uma importante preocupação, contudo, é que a resposta imune induzida por 

capsômeros é de menor duração quando comparada às VLPs (THÖNES et al., 2008). Embora 

isso tenha desestimulado a realização de ensaios clínicos por algum tempo, inovadoras e 
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interessantes perspectivas foram recentemente desenvolvidas a partir da produção de 

capsômeros de HPV16 conjugados à adjuvantes biológicos (subunidade beta da enterotoxina 

termo estável de E. coli) em plantas recombinantes (Nicotiana tabacum), direcionando a 

produção para os cloroplastos (WAHEED et al., 2011). Tal abordagem será avaliada por um 

consórcio europeu através de ensaios clínicos aprovados recentemente (EUROSTARS, 2015). 

 

 

2.2.7 Vacinas de segunda geração baseadas na proteína L2 

  

Abordagens vacinais baseadas na proteína capsidial L2 foram detalhadamente 

revisadas por Stanley; Gissmann; Nardelli-Haefliger (2008), Campo & Roden (2010) e 

Schiller & Müller (2015). Embora epitopos neutralizantes presentes em L2 não sejam 

expostos no vírion livre (DAY et al., 2010), Pastrana et al. (2005) demonstraram, a partir de 

observações prévias (JARRETT et al., 1991; RODEN et al., 2000), que imunógenos baseados 

em L2 são capazes de induzir a produção de anticorpos neutralizantes de resposta cruzada 

contra PVs homólogos e heterólogos. Como a resposta imune não é dependente de estrutura 

terciária (e sim de epitopos lineares) (RODEN et al., 2000), esse cenário abre perspectiva para 

o estabelecimento de uma plataforma vacinal a partir de sistemas recombinantes procariotos, 

visando uma vacina profilática de largo espectro e baixo custo, contra diferentes HPVs 

genitais e cutâneos.  

 

 

 

Figura 10. Diagrama ilustrativo da proteína L2 do PV. A proteína L2 apresenta pouco menos de 500 

aminoácidos, tendo uma porção N-terminal (resíduos 1-120) altamente conservada entre os diferentes tipos de 

PV. É justamente nessa porção onde encontram-se os epitopos neutralizantes de resposta cruzada, marcados 

pelas ilustrações de anticorpos em vermelho. Outras regiões também estão caracterizadas no diagrama, como o 

domínio de ligação ao DNA viral (retângulo em bege, porção N-terminal) e o domínio de ligação a L1 (retângulo 

em azul escuro, C-terminal), importantes para formação do vírions nativo, e o sítio de clivagem por furina (seta 

preta), fundamental para as etapas iniciais de interação com receptores celulares e infecção. Fonte: adaptado de 

Wang; Roden, 2013. 
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Dois programas para desenvolvimento de vacinas empregando peptídeos de L2 (HPV) 

multimerizados, produzidos em E. coli, foram desenvolvidos por institutos indiano (Shantha 

Biotechnics, Hyderabad) e norte-americano (Acambis, Boston) e demonstraram proteção tipo 

específica e cruzada a partir de desafios realizados em camundongos (JAGU et al., 2013). No 

entanto, ambos os programas foram interrompidos, muito provavelmente pelos baixos títulos 

de anticorpos neutralizantes induzidos por L2 quando comparados com VLPs de L1 (RODEN 

et al., 2000; PASTRANA et al., 2005; JAGU et al., 2013). Assim como ocorre para os 

capsômeros, portanto, o principal questionamento acerca das vacinas baseadas em L2 diz 

respeito à duração da resposta induzida.   

Na tentativa de contornar a baixa imunogenicidade de L2, VLPs quiméricas – nas 

quais epitopos de resposta cruzada de L2 são expostos na superfície da proteína L1 de HPV e 

de proteínas capsidiais de outros vírus (por exemplo, Adenovírus) - vem sendo documentado 

com sucesso na geração de proteção humoral cruzada a partir do desafio cérvico vaginal em 

camundongos (NIETO et al., 2012; PINEO; HITZEROTH; RYBICKI, 2013; 

SCHELLENBACHER et al., 2013). Destaque recente vem sendo dado aos trabalhos de 

Tumban et al. (2012, 2013, 2015) empregando com sucesso uma vacina baseada em VLPs 

quiméricas de bacteriófagos em ensaios pré-clínicos. Alternativamente, o emprego de vetores 

microbianos é atrativo por potencializar a resposta imune contra L2 e fornecer diferentes rotas 

de entrega dos imunógenos, como a administração oral de Lactobacillus casei recombinantes 

expressando uma porção N-terminal de L2 (YOON et al., 2012).  

 

 

2.2.8 Vacinas de segunda geração com propriedades profiláticas e terapêuticas 

  

Não há vacinas terapêuticas licenciadas contra o HPV, assim como não há em fases de 

teste para licenciamento a curto e médio prazo. Apesar de alguma eficácia documentada em 

ensaio clínico (KENTER et al., 2009), nenhuma abordagem vacinal terapêutica demonstrou 

eficácia em ensaios clínicos de fase 3 randomizados. Os estudos envolvendo estratégias 

vacinais terapêuticas têm focado na geração de resposta imune mediada por células, sobretudo 

linfócitos T CD8, contra as proteínas virais expressas ao longo do epitélio, particularmente as 

Oncoproteínas E5, E6 e E7. O detalhamento das principais estratégias terapêuticas exploradas 

contra o HPV foi revisado por Schiller & Lowy (2000), Stanley; Gissmann; Nardelli- 
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Haefliger (2008) e, mais recentemente, por  Su et al. (2010) e Venuti et al. (2011). De acordo 

com Schiller & Müller (2015), as justificativas para o insucesso no estabelecimento de uma 

vacina terapêutica contra o HPV incluem limitações nos modelos animais utilizados, geração 

de moderada resposta imune celular nos ensaios clínicos e direcionamento das vacinas para 

lesões cervicais de alto grau e cânceres que já desenvolveram mecanismos de evasão 

imunológica.  

Diante do exposto, as abordagens melhor caracterizadas consistem na geração de 

proteínas quiméricas com propriedades profilático-terapêuticas. Um conjunto de trabalhos 

revisado por Schiller; Lowy (2000) incorporaram epitopos de E6 e E7 fusionados a L1 e L2 

para geração de VLPs quiméricas capazes de induzir altos títulos de anticorpos neutralizantes 

e regressão de lesões estabelecidas mediante ativação de linfócitos T CD4 e CD8. 

Infelizmente, tais VLPs quiméricas demonstraram baixa imunogenicidade para as doses de 

reforço (boosting), de maneira que os ensaios clínicos obtidos não foram suficientemente 

encorajadores para a companhia Medigene (Alemanha) continuar o seu programa de 

desenvolvimento. Outros estudos exploraram a fusão de L2 com E7 e de L2 com E6 e E7, em 

vacinas denominadas TA-GW e TA-CIN, respectivamente, sendo ambos os imunógenos 

produzidos em E. coli (SU et al., 2010; SCHILLER; MÜLLER, 2015). Ambas as abordagens 

foram avaliadas com relativo sucesso na indução de resposta celular (LACEY et al., 1999; 

DAAYANA et al., 2010), mas não existem relatos sobre novos ensaios clínicos a partir de tais 

vacinas.         

 

 

2.2.9 Vacinas contra o BPV 

 

Não há vacina licenciada contra o BPV atualmente, apesar do seu emprego como 

modelo animal nos pioneiros estudos de vacinação contra o PV. Como previamente 

mencionado, diferentes abordagens vacinais contra o BPV, tanto profiláticas quanto 

terapêuticas, já demonstraram níveis de sucesso similares àquelas relacionadas ao HPV 

(CAMPO, 2002, 2006; BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008; BOCANETI et al., 2016), de 

maneira que o principal impeditivo para a comercialização de uma vacina contra a 

papilomatose animal parece estar relacionado a restrições de mercado.  
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Como a maioria das infecções pelo BPV não resulta em tumores e cânceres, e 

considerando um contexto de extensas criações de gado, especula-se que os criadores estariam 

mais propensos a investir em vacinas terapêuticas para combate à papilomatose bovina e 

equina, isto é, ao tratamento das lesões e não ao vírus. Nesse sentido, uma vacina profilático-

terapêutica baseada em VLPs quiméricas do BPV1 foi avaliada contra o sarcóide equino, 

tanto em ensaios pré-clínicos (ASHRAFI et al., 2008) quanto clínicos de fase I (MATTIL-

FRITZ et al., 2008). O principal gargalo dessa estratégia, no entanto, é que a resposta 

terapêutica induzida contra a proteína E7 é fraca, muito provavelmente por não se tratar da 

principal oncoproteína viral para o BPV (ASHRAFI et al., 2008) – a vacina foi desenvolvida 

com base em VLPs quiméricas do HPV.   

 

 

2.3 SISTEMAS DE EXPRESSÃO HETERÓLOGA PARA PRODUÇÃO DE 

IMUNÓGENOS DO PAPILOMAVÍRUS 

       

 

 O domínio da propriedade intelectual relacionada à tecnologia das atuais vacinas anti-

HPV, exclusivamente licenciado a Merck e GSK nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento de renda média, restringe o desenvolvimento de vacinas similares (isto é, 

baseadas em VLPs de L1 dos genótipos contemplados, obtidas a partir das mesmas 

plataformas vacinais) por outras companhias. Isso tem estimulado, todavia, o 

desenvolvimento de novas plataformas vacinais ou a comercialização de versões genéricas 

das vacinas anti-HPV, sobretudo nos países em desenvolvimento (PADMANABHAN et al., 

2010; SCHILLER; MÜLLER, 2015).    

 Não há um sistema de expressão heteróloga universalmente aplicável para produção 

de proteínas recombinantes. Apesar de E. coli ter sido largamente utilizada para este propósito 

nas últimas 4 décadas, a produção de VLPs de HPV a partir deste hospedeiro é limitada e de 

baixo (EDWARDS et al., 2000). Adicionalmente, a expressão heteróloga em células de 

mamíferos e plantas é demasiadamente cara e lenta para fins de alto rendimento. 

Uma extensa lista de sistemas heterólogos de expressão, empregados com fins vacinais 

contra a papilomatose humana, bovina e equina, já foi comentada no tópico 2.2. Cada sistema 

recombinante referido apresenta potencialidades específicas no que tange as estratégias de 
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obtenção e de administração vacinal. O desafio atual nesse ínterim é estabelecimento de uma 

plataforma vacinal baseado em um sistema recombinante capaz de produzir, a baixos custos, 

imunógenos geradores de uma proteção de espectro ampliado contra o HPV e BPV.  

 

 

2.3.1 Sistemas baseados em Pichia pastoris 

 

 Em comparação com os demais hospedeiros eucarióticos, como células de mamíferos, 

de inseto e plantas, as leveduras constituem os hospedeiros mais explorados e caracterizados 

como sistemas heterólogos de expressão. Estes organismos atingem altas densidades celulares 

sob crescimento em meios ou condições de cultura simples, representando a melhor relação 

custo-benefício quando se necessita de versões recombinantes de proteínas produzidas em 

larga escala (miligramas a gramas) e devidamente modificadas por vias pós traducionais 

eucarióticas (MACAULEY-PATRICK et al., 2005).  

À exemplo dos sistemas procariotos, a manipulação de P. pastoris dispõe de 

ferramentas genéticas e protocolos bem estabelecidos (como genoma sequenciado, diferentes 

vetores de expressão e transformação por DNA sob elevada taxa de eficiência, por exemplo), 

aliado a capacidade de crescimento em meio mínimo sob elevadíssima densidade celular 

(>100 gL
-1

 de peso seco) (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Adicionalmente, as 

linhagens de P. pastoris empregadas para expressão recombinante apresentam marcantes 

estabilidade genética para elementos recombinantes e habilidade para realizar modificações 

proteicas tipicamente observadas em eucariotos superiores (SUNGA; TOLSTORUKOV; 

CREGG, 2008).  

As leveduras do gênero Pichia, em conjunto com espécies do gênero Hansenula, 

Candida, e Torulopsis, são organismos metilotróficos, isto é, capazes de crescer utilizando 

metanol como única fonte de carbono e energia (GELLISSEN et al., 2005). Essa característica 

tem sido explorada para produção de proteínas recombinantes, visto que a via de 

metabolização do metanol em P. pastoris é rigidamente regulada por um promotor induzível 

altamente produtivo, derivado do gene da enzima álcool oxidase (alcohol oxidase I, AOX1) 

(SUNGA; TOLSTORUKOV; CREGG, 2008). O emprego de P. pastoris como sistema de 

expressão heteróloga foi detalhadamente revisado por Daly; Hearn, (2005), Macauley-Patrick 

et al. (2005) e Ahmad; Hirz; Pichler, (2014). O emprego do sistema/plataforma baseado na via 
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metanólica de Pichia para expressão heteróloga, no entanto, está licenciado a companhia 

Research Corporation Technologies (RCT), Inc., Tucson, Arizona, o que limita suas 

aplicações para fins industriais e, em paralelo, tem estimulado o desenvolvimento de 

plataformas de expressão alternativas (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Dois trabalhos 

baseados nesta plataforma, já mencionados anteriormente, demonstraram que VLPs de HPV 

produzidas em P. pastoris apresentem adequadamente epitopos conformacionais 

neutralizantes (BAZAN et al., 2009), sendo capazes de eficientemente imunizar camundongos 

contra desafios contra pseudovírions relacionados (HANUMANTHA RAO et al., 2011).  

Em 2005, de Almeida; de Moraes; Torres isolaram o gene da 3-fosfoglicerato quinase 

(phosphoglycerate kinase I, PGK1) de P. pastoris e caracterizaram seu promotor constitutivo. 

Os autores demonstraram pioneiramente a funcionalidade deste promotor (PPGK1) na 

expressão recombinante da α-amilase de Bacillus subtilis quando as leveduras foram 

cultivadas na presença de glicose, glicerol e metanol. Recentemente, o emprego do PPGK1 

também foi avaliado para expressão extracelular da proteína L1 de HPV16 (MARIZ, 2012), 

sugerindo o potencial desse sistema para estabelecimento de uma plataforma vacinal para 

produção de VLPs.  

         

. 

2.3.2 Sistemas baseados em Leishmania tarentolae 

  

Tripanossomatídeos (membros da família Trypanosomatidae) são protozoários 

unicelulares e uniflagelados representantes de um grupo de eucariontes denominados 

Kinetoplastídeos (Ordem Kinetoplasdida). Tais organismos são caracterizados pela presença 

de kinetoplasto, uma região rica em DNA extranuclear contida numa única e grande 

mitocôndria.  Membros desse grupo incluem parasitas capazes de colonizar plantas, humanos 

e animais, sendo de particular interesse a relação desses parasitas com doenças humanas: o 

Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania spp. são, respectivamente os agentes 

causais da doença de Chagas, doença do sono e leishmanioses cutâneas e viscerais (STUART 

et al., 2008; WHO, 2010).  

O interesse no emprego de Tripanossomatídeos para expressão heteróloga 

fundamenta-se na ideia de que os baixos níveis de expressão observados em sistemas 

eucariotos (em comparação aos obtidos nos sistemas procariotos) estão relacionados 
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principalmente a dois mecanismos: um processo de transcrição lento e finamente regulado 

pela RNA polimerase II (Pol II) e a acoplagem dessa lenta transcrição com as etapas de 

processamento do RNA mensageiro (mRNA) (CIRSTEA, 2007). Isso promoveria, em última 

análise, baixas concentrações de mRNA heterólogo nos sistemas eucarióticos, tanto pela baixa 

produção quanto pela alta taxa de degradação desses transcritos.  

As particularidades inerentes aos mecanismos de regulação da expressão gênica em 

Tripanossomatídeos oferecem oportunidades para contornar esses gargalos. Particularmente 

para as espécies de Leishmania, diversos estudos sugerem que os cromossomos desses 

microrganismos são principalmente diploides, embora a aneuploidia também seja relatada 

(GALINDO; RAMÍREZ OCHOA, 1989). A distribuição de genes não tende a obedecer a 

clusterização típica de procariotos, de maneira que é possível observar regiões ricas em 

grupamentos de genes sem nenhuma relação funcional (TEIXEIRA, 1998). Outras 

particularidades se referem à elevada plasticidade cromossômica devido a recorrentes eventos 

de recombinação nas regiões teloméricas e subteloméricas (WINCKER et al., 1996), e 

presença de elementos nucleares extracromossomais (epissomos) (DUBESSAY et al., 2001). 

De suma importância para o contexto de expressão heteróloga nesse organismo é o fato de 

que Leishmania apresenta escassos promotores para a RNA polimerase I (Pol I) e, até o 

momento, não há relatos de promotores clássicos para a Pol II devidamente caracterizados 

(CLAYTON, 2002). O início da transcrição nesses organismos, portanto, assume um certo 

caráter randômico e menos regulado do que nos demais eucariotos, não representando um 

papel central na regulação da expressão gênica. 

A conversão de transcritos imaturos policistrônicos (pré mRNA) em mRNA maduro 

monocistrônico representa a via de regulação da expressão gênica mais importante para as 

espécies de Leishmania (CLAYTON, 2002). Um conjunto de características genéticas únicas, 

envolvendo particularidades na edição de RNA e transcrição policistrônica seguida de trans-

splicing, tem sido descrito para esses organismos. As vias de modificação do mRNA 

(processamento alternativo e a poliadenilação) alteram a estabilidade dessa molécula e esse 

mecanismo pode ser regulado pela presença ou conformação de sequências regulatórias não 

traduzidas (Unstranslated Regions, UTRs) à jusante e à montante das sequências codificantes 

(HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). Essas características asseguram a esses parasitas uma 

reprogramação instantânea da expressão gênica, associada existência de duas formas 
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evolutivas distintas (promastigota e amastigota) prontamente adaptadas às rápidas mudanças 

no ambiente onde vivem (insetos vetores e hospedeiros mamíferos)(CIRSTEA, 2007). 

Ao contrário das Leishmanias de interesse médico, a espécie Leishmania tarentolae é 

um protozoário não patogênico capaz de infectar lagartos do gênero Gekkonidae 

(PAPADOPOULOU; ROY; OUELLETTE, 1994; AZIZI et al., 2009). Inicialmente isolada da 

espécie Tarentolae mauritanica, L. tarentolae foi explorada em culturas axênicas por muitos 

anos como modelo não patogênico para estudos de biologia molecular de 

Tripanossomatídeos. Recentemente, este parasita foi estabelecido como um atrativo sistema 

eucariótico de expressão heteróloga (KUSHNIR et al., 2005; MUREEV et al., 2007; BASILE; 

PETICCA, 2009; DORTAY; MUELLER-ROEBER, 2010; NIIMI, 2012), principalmente pela 

capacidade de realizar padrões de modificações pós traducionais similares aos encontrados em 

mamíferos (BREITLING et al., 2002) e pelo advento de diferentes ferramentas de engenharia 

genética para esse organismo (BEVERLEY; CLAYTON, 1993; CLAYTON, 1999). Em 

comparação com células de mamíferos e de inseto, a cultura de L. tarentolae é capaz de 

atingir taxas de crescimento mais elevadas em meios simples contendo apenas hemina como 

ingrediente de origem animal, sendo adaptável inclusive a tecnologias de fermentação 

(FRITSCHE et al., 2008). Considerando que esses protozoários são bem descritos como não 

patogênicos a mamíferos e, portanto, aprovados para uso em laboratórios de biossegurança de 

nível 1 (American Type Culture Collection ATCC-30267), diferentes trabalhos também têm 

investigado L. tarentolae como vetor vacinal contra doenças humanas (BRETON et al., 2007) 

e animais (SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI, 2014).   

 

 



Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em linhagens...   Mariz, F. C.  

52 

 

 

Figura 11. Regulação da expressão gênica em Leishmania. A transcrição é policistrônica e o mRNA 

monocistrônico é produzido por poliadenilação acoplada ao trans-splicing. O mRNA resultante contém um mini 

éxon na extremidade 5’ e uma cauda poli-A 3’. Uma vez completado o processamento, o mRNA maduro é 

liberado do local de transcrição e exportado ao citoplasma. Neste ponto, o transcrito pode estar ainda associado a 

proteínas ligadoras de RNA (RNA binding proteins, RBPs). A depender de sua associação com proteínas 

diversas, o transcrito poderá ser silenciado (mediante compartimentalização em estruturas subcelulares), 

traduzido (nos ribossomos) ou degradado, estando cada uma dessas etapas sob rígido controle celular. Fonte: 

adaptado de Requena, 2011. 
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3. JUSTIFICATIVAS  

 

Recentemente, duas vacinas profiláticas foram desenvolvidas para prevenção do 

câncer de colo uterino, a principal complicação médica associada a infecção pelo HPV. No 

entanto, a implementação de programas de vacinação baseados nas vacinas Gardasil
®
 e 

Cervarix
®

 representa um desafio devido aos seus elevados custos e baixo espectro de 

proteção, sobretudo porque as regiões mundialmente mais afetadas são representadas por 

países de baixa renda. 

O Brasil entrou recentemente para o seleto grupo de países que disponibilizam uma 

vacinação anti-HPV mediante programas públicos. Trata-se, contudo, de um cenário 

ilustrativo dos principais gargalos associados às vacinas contra o HPV. O Ministério da Saúde 

investiu R$ 1,1 bilhão na compra da vacina Gardasil
®
 entre 2014-2018, mas tal vacina não 

protegerá os estimados 16,340 novos indivíduos que desenvolverão câncer cervical nos 

próximos anos porque não tem efeito sobre infecções já estabelecidas. Pelo acordo fechado, o 

valor da dose é o menor do mercado (R$ 30) mas muito acima dos valores praticados com as 

demais vacinas do SUS (em torno de R$ 1-5) (BAKER et al., 2015; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2015). Ademais, a baixa adesão (60%) anunciada pelo Ministério de Saúde para a 

segunda dose da vacina – o que já foi relatado também em países desenvolvidos - coloca o 

sucesso do programa de vacinação em perspectiva. Este cenário claramente demonstra a 

necessidade de desenvolver uma vacina anti-HPV de segunda geração.      

No âmbito veterinário, a papilomatose bovina, causada pelo BPV, tem sido apontada 

como uma crescente preocupação econômica e à saúde animal, sem que haja protocolos de 

prevenção e terapias comprovadamente eficazes para seu controle. Pode-se tomar o exemplo 

do Brasil, novamente, para ilustrar a relevância do tema exposto, visto que o país possui o 

terceiro maior rebanho de gado mundial e onde a papilomatose bovina vem sendo apontada 

como uma doença veterinária endêmica.  

 O emprego de P. pastoris como plataforma para produção de imunógenos do HPV é 

relatado como uma alternativa para desenvolvimento de vacinas de baixo custo contra o 

câncer cervical. Enquanto os demais trabalhos têm explorado esta levedura através de um 

sistema genético comercial baseado no promotor induzível do gene AOX1, - o que implica o 

pagamento de royalties a Invitrogen - neste trabalho desenvolvemos um sistema próprio para 

produção da proteína L1 do HPV16 empregando o promotor constitutivo do gene PGK1. Tal 
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abordagem permite a produção através de um protocolo mais simples, seguro e barato, 

empregando glicose ao invés de metanol como fonte de carbono indutora.  

O desenvolvimento de imunógenos com propriedades profilático-terapêuticas 

representa uma atrativa estratégia para aumentar o espectro de proteção contra o HPV. Nesse 

âmbito, desenvolvemos neste trabalho diferentes antígenos baseados em capsômeros e VLPs 

quiméricas do HPV16, a partir da fusão de epitopos das proteínas L2 e E5 em diferentes 

regiões da proteína L1, ou a partir da produção de VLPs baseadas nas proteínas L1 e L2 

inteiras. Paralelamente, estabelecemos diferentes sistemas genéticos para produção das 

referidas partículas em linhagens de L. tarentolae, um protozoário não patogênico a humanos 

recentemente estabelecido para desenvolvimento de vacinas vetorizadas.  

O estabelecimento de plataformas biotecnológicas para produção de vacinas contra o 

HPV que atenda as demandas nacionais e diminua o custo de produção, deve contribuir 

substancialmente para a eficácia dos programas de prevenção contra o câncer cervical no país, 

sobretudo diante de um cenário econômico controverso como o atual. Salientamos a ausência 

de qualquer abordagem vacinal dirigida contra o BPV por mero desinteresse mercadológico, 

visto que o conhecimento técnico científico necessário para tal constitui a base das atuais 

vacinas anti-HPV. Sabendo-se que a forte vulnerabilidade econômica do complexo industrial 

de saúde brasileiro é sua elevada dependência de importações, sobretudo no campo das 

tecnologias de base biotecnológica, ponderamos que a produção nacional de vacinas 

representa uma importante retomada de posição estratégica.         
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

  O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento e avaliação de 

duas plataformas biotecnológicas baseadas em Pichia pastoris e Leishmania tarentolae para 

produção de imunógenos de HPV-16.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Construir um vetor para expressão intracelular da proteína L1 sob regulação do 

promotor constitutivo PPGK1 de P. pastoris; 

2. Avaliar a expressão intracelular da proteína L1 sob regulação do promotor 

constitutivo PPGK1 de P. pastoris; 

3. Caracterizar a produção intracelular de VLPs a partir da expressão do gene L1 de 

HPV16 sob regulação do promotor constitutivo PPGK1 de P. pastoris; 

4. Construir diferentes candidatos vacinais a partir dos genes L1, L2 e E5 de HPV16 

e E5 de BPV1; 

5. Construir vetores para expressão dos candidatos vacinais em L. tarentolae; 

6. Avaliar a expressão intracelular dos referidos candidatos vacinais em L. tarentolae; 

7. Caracterizar a produção de capsômeros e VLPs quiméricas de HPV16 em L. 

tarentolae.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 MATERIAL 

 

5.1.1 Linhagens de microrganismos 

 

A linhagem TOP 10 de Escherichia coli (Invitrogen), genótipo [F´ {proAB, lacIq, 

lacZΔM15, Tn10 (TetR)} mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZΔM15, ΔlacX74, deoR, 

recA1, λ-araD139, Δ(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(StrR), endA1, nupG] foi rotineiramente 

empregada para propagação e amplificação de DNAs plasmidiais e construções moleculares 

realizadas ao longo do trabalho. As linhagens Pichia pastoris X-33, possuindo genótipo 

selvagem e fenótipo Mut
+
 e His

+
, e Leishmania tarentolae Parrot-TarII foram utilizadas para 

expressão dos antígenos de HPV16 e BPV1 explorados neste trabalho.  

 

 

5.1.2 Plasmídeos 

 

O plasmídeo pPGKΔ3α-L1H16, desenvolvido como descrito por Mariz (2012), 

contém o sinal α-mating factor e o gene L1 de HPV16, ambos com códons otimizados para P. 

pastoris. Além disso, estão presentes no referido plasmídeo o promotor PPGK1 e o gene Sh ble 

de resistência a Zeocina
TM

 (Invitrogen
®
). A referida construção foi utilizada para 

transformação de bactérias E. coli TOP10 e manipulado geneticamente para permitir a 

expressão intracelular do gene L1 em P. pastoris.  

O plasmídeo pGEM-T Easy (Promega
®

) foi utilizado para clonagem e sequenciamento 

das construções obtidas para expressão em L. tarentolae. Quatro séries de vetores foram 

desenvolvidos para expressão no referido protozoário, todos possuindo como arcabouço o 

plasmídeo pSP72 (Promega). No vetor pSP-BT1.YNEOα (PADMANABHAN et al., 2012), a 

ORF BT1 de L. tarentolae (FADILI et al., 2004) apresenta um cassete de expressão 

denominado YNEOα, onde NEO é o gene da neomicina fosfotransferase de resistência ao 

antibiótico Geneticina (G418) e está flanqueado por um trato de polipirimidina referido por Y 

(PAPADOPOULOU; ROY; OUELLETTE, 1994) e uma região intergênica do gene da alfa 

tubulina de L. enriettii referida por α (MCNICOLL et al., 2005). No vetor pSP-ααNEO, o 
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cassete de expressão denominado ααNEO foi diretamente clonado no vetor pSP72 e está 

disposto de forma a permitir o flanqueamento do inserto por duas regiões α, seguida pelo gene 

NEO. O vetor pSP-YHYGα apresenta um cassete de expressão denominado YHYGα, onde 

HYG é o gene da higromicina fosfotransferase de resistência à Higromicina B (Sigma
®

) 

flanqueado pelos fragmentos Y e α. No último vetor empregado, o pSP-rRNAp-ααNeo, o 

cassete de expressão foi diretamente clonado no vetor pSP72 e emprega o promotor do gene 

de RNA ribossomal (rRNA) 18S (YAN et al., 1999) seguido do fragmento ααNEO.  

Os plasmídeos pCI-E5otH16 e pCI-E5multi (CORDEIRO et al., 2015), bem como o 

pCI-E5BPV (LIRA, 2010), foram utilizados para obtenção e expressão dos respectivos 

candidatos vacinais E5otH16, E5multi e E5BPV1 em L. tarentolae.  

 

 

5.1.3 Tampões, soluções e meios de cultura 

 

Todos os tampões e soluções utilizados rotineiramente para realização das técnicas de 

clonagem molecular e de análise da expressão proteica foram desenvolvidas como descrito 

por Sambrook; Russel (2001).  

 As linhagens bacterianas desenvolvidas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB: 

triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%) na presença de ampicilina (100 µg/ml), por 

16 horas. Para meio sólido, foram acrescentados 15g/L de ágar. Para cultivo de P. pastoris em 

meio líquido, uma colônia de levedura foi pré-inoculada em meio YPD (extrato de levedura 

1%, peptona 2% e glicose 2%) ou YPDS (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, 

sorbitol 1M, 20g/L ágar) suplementado com Zeocina
TM

 (100µg/ml) (Invitrogen
®
). Para 

cultivo de L. tarentolae, as linhagens foram propagadas em meio SDM-79 (BRUN; 

SCHONENBERGER, 1979) suplementado com 5µg/ml de hemina e 10% de soro fetal 

bovino (SFB).     

  

 

5.1.4 Enzimas, kits e anticorpos 

  

As enzimas de restrição empregadas foram adquiridas da New England Biolabs (NEB) 

e usadas de acordo com as recomendações do fabricante. Para as reações de PCR 
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convencionais, foi empregada a Taq DNA polymerase (Invitrogen), enquanto as PCRs de 

fusão foram desenvolvidas com a enzima Phusion
®

 High-Fidelity DNA polymerase (NEB). 

Para as clonagens rotineiras em construções baseadas no vetor pSP72, foi utilizada a enzima 

T4 DNA ligase da NEB. O marcador de peso molecular 1 Kb DNA Plus Ladder (Promega) foi 

utilizado rotineiramente para as análises de DNA. Eventualmente, outros marcadores foram 

empregados e estão descriminados quando conveniente durante a descrição dos resultados.  

 Para as análises proteicas, foram utilizados os marcadores de peso molecular 

PageRuler
TM

 Prestained Protein Ladder Color Burst (Fermentas Inc.) e LMW (GE 

Healthcare). As reações de imunodetecção desenvolvidas no trabalho empregaram os 

seguintes anticorpos monoclonais de camundongo: anti-L1 de HPV16 CamVir-1 (Chemicon 

Inc.), anti-L2 de HPV16 2JGmab#8 (Santa Cruz Biotechnology, SCB), anti-6xHis (Sigma-

Aldrich) e anti-HA (ABM, Inc.), anti-α-tubulina de Trypanosoma brucei TAT-1 (Sigma-

Aldrich), anti-neomicina-fosfotransferase 2 (ABM, Inc.); e o anticorpo policlonal anti-

TcSUMO de T. cruzi gerado em coelho (cedido gentilmente pela Dra. Vanina E. Alvarez (IIB-

INTECH). Como anticorpo secundário, foram utilizados o anti-IgG de camundongo 

conjugado a peroxidase alcalina e o Alexia 488, ambos produzidos em cabra. As reações de 

quimioluminescência foram reveladas com o kit ECL Prime Western blotting (Amersham) e 

detectadas mediante uso de filmes radiográficos Hyperfilm
TM

 ECL (Amersham).  
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5.2 MÉTODOS 

 

5.2.1 Desenho de primers, genes e sequenciamento  

 

As sequências utilizadas para desenvolvimento dos trabalhos estão disponíveis no 

NCBI (National Cancer for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e no 

TriTrypDB Kinetoplastid Genomics Resource (http://tritrypdb.org/tritrypdb/), estando 

descritas também no Apêndice deste trabalho. As análises de sequências e alinhamentos de 

DNA foram conduzidas pelo ClustalW Multiple Alignment Tool, disponível no programa 

BioEdit Sequence Alignment Editor (versão 7.0.5.3) (HALL, 1999, 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Para inspeção de sequencias proteicas, o 

alinhamento local das mesmas foi realizado mediante emprego do PSI-BLASTp 

(ALTSCHUL, 1997, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O desenho de primers (Tabelas 1 

e 2), genes de interesse e estratégias de clonagem foram conduzidos no ApE Plasmid Editor 

(versão 2.0.47, http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) e, quando conveniente, a 

investigação do uso preferencial de códons (codon usage) foi realizada a partir do Graphical 

Codon Usage Analyser (http://gcua.schoedl.de/). As reações de sequenciamento de DNA 

foram realizadas em sequenciador automático ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems) do NPT-CPqAM/FIOCRUZ.  

 

 

Tabela 1. Sequências dos primers utilizados para as análises envolvendo os sistemas genéticos baseados no 

promotor PPGK1 de P. pastoris. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tritrypdb.org/tritrypdb/
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
http://gcua.schoedl.de/
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A predição de estrutura tridimensional das proteínas investigadas foi conduzida no I-

TASSER (Iterative Threading Assembly Refinement) (YANG et al., 2015), e SWISS-Model 

(BORDOLI et al., 2008), utilizando como modelo a estrutura cristalográfica de pentâmeros da 

proteína L1 de HPV16 obtidos por Chen et al. (2000) por difração de raio X (1DZL, 3.5 Å). 

Após criação, os modelos gerados foram refinados empregando o ModRefiner (XU; ZHANG, 

2011). Para alinhamento e avaliação das estruturas preditas, foram empregados os programas 

TM-align (ZHANG, 2005) e MolProbity (CHEN et al., 2010), respectivamente. Para predição 

de modificações pós-traducionais, foi empregado o programa GPS (Group-based Prediction 

System) versão 2.0 (XUE et al., 2005). Todos os programas estão disponíveis abertamente 

para uso online.   

 

 

5.2.2 Cultivo de microrganismos 

 

Para transformação de bactérias E. coli com as construções baseadas no plasmídeo 

pGEMT-Easy (Promega), foram seguidas as recomendações do fabricante. As bactérias 

recombinantes para as construções baseadas no vetor pSP72 (Promega) foram rotineiramente 

propagadas em placas ou meio líquido LB contendo 100 µg/ml. Para transformação de 

bactérias E. coli com o cassete de expressão pPGKΔ-L1H16, foi utilizado o meio LB Low 

Salt acrescido de 25 µg/ml de Zeocina
TM

. As células foram rotineiramente cultivadas a 37ºC, 

em agitador orbital (100 rpm) quando conveniente.  

Para cultivo de P. pastoris em meio líquido, uma colônia de levedura foi pré-inoculada 

em meio YPD e incubada por 2-3 dias para reinóculo em volume apropriado. A preparação de 

leveduras eletrocompetentes, geração de transformantes e  obtenção de clones com múltiplas 

cópias do sistema genético foram desenvolvidos como descrito por Sunga; Tolstorukov; 

Cregg (2008). Para seleção de leveduras transformantes, foram empregadas placas YPDS 

suplementadas com Zeocina
TM

 (Invitrogen) e incubação por 2-3 dias ou até observação das 

colônias. Circunstancialmente, clones de P. pastoris foram cultivados em placa deep-well 

contendo 1ml/poço de meio YPD e Zeocina
TM

 e devidamente selada. A rotina de cultivo 

desses microrganismos empregou incubação a 30°C e, quando necessário, agitação vigorosa 

(300 rpm).   



Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em linhagens...   Mariz, F. C.  

62 

 

Para cultivo de L. tarentolae, as linhagens foram continuadamente mantidas em 

suspensão com diluições regulares de 1:10 até 1:50 em meio SDM-79 suplementado, em 

garrafas de 25cm
2
 sem agitação a 26°C. Quando conveniente, células promastigotas em fase 

estacionária foram diluídas para 10
6 

células/ml e propagadas por 4-7 dias para transfecção ou 

obtenção de sedimento celular. Esses protozoários foram transfectados com 10-15 µg de DNA 

e selecionados em antibiótico apropriado (40 µg/ml de G-418 e 100 µg/ml de Higromicina, 

Sigma), de acordo com protocolo estabelecido por Papadopoulou; Roy; Ouellette (1992).  

   

 

5.2.3 Manipulação de ácidos nucleicos e proteínas  

 

As técnicas de clonagem molecular foram desenvolvidas como descrito por Sambrook; 

Russel (2001). As reações de PCR convencionais empregaram a seguinte ciclagem padrão: 

desnaturação inicial a 98°C por 2’; 30 ciclos de desnaturação a 98°C por 1’, anelamento a 

58°C por 30’’ e extensão a 72°C por 1’; extensão final a 72°C por 3’. Para desenvolvimento 

de alguns candidatos vacinais, foi empregada uma estratégia baseada em PCR de fusão 

(DERBISE et al., 2003). O DNA genômico e o RNA total foram isolados das linhagens de L. 

tarentolae através do emprego de DNAzol
TM

 e TRIzol
TM

 (Invitrogen), respectivamente, 

segundo recomendações do fabricante.    

A preparação de extratos proteicos de P. pastoris para análise da expressão foi 

conduzida com tampão de lise apropriado e pérolas de vidro como descrito em Cregg et al. 

(2009). Para as análises de expressão em L. tarentolae, 10
8
 células em fase logarítmica de 

crescimento foram centrifugadas, ressuspensas diretamente em tampão Laemmli e fervidas 

por 5’.   

 

 

5.2.4 Imunodetecções e Northern blotting    

 

Nas imunodetecções por Western blotting,  o extrato proteico total das linhagens 

recombinantes foram inicial extratificados em SDS-PAGE, transferidos para membranas de 

fluoreto de polivinilidina (PVDF, Millipore) em sistema semi seco e submetidos ao blotting 

segundo Sambrook; Russel (2001). Quando conveniente, as membranas foram coradas por 
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Ponceau-S Red 0.4% para visualização das proteínas aderidas. Especificamente para os 

ensaios envolvendo extratos proteicos de protozoários recombinantes, o controle do 

carregamento de proteínas no gel foi avaliado mediante hibridização com anticorpo anti-

tubulina (SCB) quando conveniente e segundo recomendações do fabricante. Nos ensaios de 

imunodetecção por Dot blotting, o extrato proteico das leveduras recombinantes foi 

diretamente transferido para membranas de PVDF com o auxílio de um suporte de 

hibridização (blotter). As reações foram reveladas seguindo instruções do kit ECL Prime 

Western blotting.  

Para os ensaios de Northern blotting, as amostras de RNA total foram inicialmente 

incubadas com DNase I por 20’ a 37°C. Posteriormente, o RNA total foi resolvido em gel de 

agarose 1% desnaturante, transferido para membranas de nylon (Roche), hibridizados e 

lavadas como descrito em Sambrook; Russel (2001). Sondas marcadas radioativamente com 

[α-
32

P]dCTP foram utilizadas para hibridização.     

 

 

5.2.5 Ensaios de imunolocalização  

  

Para os estudos de imunolocalização em L. tarentolae, 10
7 

células promastigotas em 

fase logarítmica foram centrifugadas, lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído a 3%. 

A permeabilização dos parasitas foi conduzida com NP-40 a 0,1% para subsequente marcação 

com os anticorpos primários. Uma segunda hibridização com Alexia-488 foi desenvolvida 

para subsequente marcação do DNA celular com DAPI (4’, 6’- diamidino-2-phenylindole, 

dihydrochloride, Molecular Probes). A visualização das células foi realizada com o 

microscópio confocal Leica SPII-AOBS do Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM), FIOCRUZ-PE.    

 

 

 5.2.6 Ultracentrifugação em gradiente de sacarose 

 

Aproximadamente 2 x 10
9
 células promastigotas em fase logarítmica de crescimento 

foram centrifugadas, lavadas e ressuspensas em tampão PBS-NaCl 0,5M (pH 7,2 acrescido de 

polissorbato 80) acrescido de coquetel inibidor de proteases (Roche). A lise das células foi 
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realizada mediante 10 ciclos de resfriamento em nitrogênio líquido e aquecimento a 37°C, 

seguido de centrifugação por 15’ a 13.000 rpm, 4°C. O clarificado final foi, então, depositado 

no topo de um gradiente de sacarose 10-60% preparado em Hepes-NaCl. O gradiente foi 

centrifugado a 35.000 rpm por 90’ usando um rotor SW40Ti rotor (Beckman) a 4°C. Um total 

de 12 frações foram coletadas a partir do topo do tubo de centrifugação e posteriormente 

avaliadas por Western blotting empregando o anticorpo CamVir-1. 

 

 

5.2.7 Purificação com resina de heparina-sepharose 

 

As purificações de proteínas empregando a resina heparina-sepharose foram baseadas 

no protocolo descrito por Kim et al. (2010) com modificações. Extratos proteicos clarificados, 

obtidos como descrito no item anterior, foram submetidos a precipitação com sulfato de 

amônia a 45% por 4 horas, a 4°C e subsequente centrifugação a 13.000 rpm durante 10’, a 

4°C. Após ressuspensão do precipitado proteico em 2 ml de tampão PBS-NaCl 0,5M, 

procedeu-se o protocolo de diálise contra tampão de desmontagem (PBS-NaCl 0,1M, DTT 

2mM, pH 8,2) e remontagem (PBS-NaCl 0,5M, pH 6) de VLPs, ambos os tampões contendo 

polissorbato 80 a 0,01%.  

A seguir, o precipitado proteico dialisado foi aplicado à resina de heparina-sepharose 

pré-equilibrada com PBS-NaCl 0,5M e incubado por 30’ a 4°C. Após lavagem com o mesmo 

tampão, as eluições foram coletadas em frações contendo PBS-NaCl 1-1,5M e submetidas a 

Western blotting empregando anticorpo CamVir-1.      

 

 

5.2.8 Microscopia eletrônica de transmissão e imunocitoquímica    

 

As amostras de proteínas purificadas com a resina de heparina-sepharose foram 

adsorvidas a grades de cobre cobertas com carbono, secadas e negativamente coradas com 

ácido fosfotúngstico a 2%.  

Linhagens recombinantes expressando os candidatos vacinais também foram 

submetidas à preparação para posterior análise por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). Para as leveduras, o protocolo de preparação seguiu as recomendações descritas por 
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(FALCÓN et al., 1999). No caso dos protozoários, células promastigotas em fase estacionária 

foram fixadas por 1 hora a 4°C em tampão cacodilato a 0,1M, pH 7,2, contendo glutaraldeído 

a 2% e paraformaldeído a 4%; pós-fixadas no mesmo tampão, agora contendo tetróxido de 

ósmio (OsO4) a 1%, cloreto de cálcio (CaCl2) a 5mM e ferrocianeto de potássio 0,8%; 

desidratadas em soluções de acetona em concentrações seriadas de 50-100%; embebidas por 

72 horas a 60°C em resina PolyBed 812 (PolyScience). Cortes ultrafinos desse material foram 

posteriormente corados com acetato de uranila e citrato de chumbo a 5%.  

Alternativamente, as linhagens de L. tarentolae também foram processadas para 

ensaios de imunomarcação e posterior visualização ao MET. Neste caso, formas 

promastigotas foram fixadas em tampão cacodilato contendo glutaraldeído a 0,2% e ácido 

pícrico a 0,8%. A seguir, procedeu-se uma etapa de incubação em cloreto de amônia a 50mM 

para sequestro de grupamentos aldeídicos livres, desidratação em soluções de etanol 30-100% 

e imersão em resina Lowicryl K4M (Sigma) a 32°C. Cortes ultrafinos desse material foram 

coletados em grades de níquel e apropriadamente corados como descrito, imediatamente após 

os procedimentos de marcação com anticorpo CamVir-1 e anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugado a partículas de ouro de 10 nm. Ambos os anticorpos foram diluídos 

em solução tampão contendo PBS 1x e BSA 3%.   

Todas as imagens foram capturadas e analisadas no MET Zeiss EM109 do NPT do 

CPqAM. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 CONSTRUÇÃO DOS CANDIDATOS VACINAIS PARA EXPRESSÃO EM L. 

tarentolae 

 

 Com o intuito de explorar imunógenos capazes de promover um largo espectro de 

proteção, três candidatos vacinais quiméricos foram desenvolvidos para expressão em L. 

tarentolae. Em todos os casos, os genes quiméricos estão baseados na proteína L1 de HPV16 

segundo modificações ilustradas na figura 12 e descritas a seguir (sequência completa dos 

genes disponível no Apêndice). A região correspondente a α-hélice h4 de L1 foi substituída 

por um epitopo de reação cruzada presente na proteína L2 de HPV16 (PINEO; HITZEROTH; 

RYBICKI, 2013) ou por uma sequência multiepitopo de potencial terapêutico baseada na 

proteína E5 de HPV16 (E5multi) (CORDEIRO et al., 2015) contendo um espaçador alanina-

alanina-tirosina (AAY) (VELDERS et al., 2001), dando origem às respectivas quimeras L1-

L2 e L1-E5multi.h4. A sequência E5multi também foi inserida na região C-terminal de L1 

(últimos 34 aminoácidos), gerando a terceira quimera L1-E5multi.34. Adicionalmente, os 

genes selvagens L1 e L2 (referidos a partir daqui como L1wt e L2wt) também foram 

amplificados para expressão em L. tarentolae. A construção das quimeras L1-L2 e L1-

E5multi.h4 se deu por PCR de fusão (figura 12B), enquanto a quimera L1-E5multi.34, bem 

como os genes L1 e L2, foram obtidos por PCR convencional. Todas as reações empregaram 

o genoma de HPV16 como molde, obtido por restrição enzimática e recircularização a partir 

do plasmídeo pBR322 (KARLEN; BEARD, 1993). A Tabela 2 (5.2.1) descreve os primers 

empregados nas amplificações e construções dos candidatos vacinais mencionados, tomando-

se como sequência de referência os isolados GI:27752860 e GI:333031. Também estão 

descritos os sítios de restrição enzimática, códons de parada da tradução e tags. Todos os 

primers diretos apresentam GCC como trinca pré-ATG.  

 Após amplificação e montagem dos candidatos vacinais por PCR, todos os genes 

foram clonados em vetor pGEMT-Easy e utilizados para transformação de bactérias 

competentes. O perfil de restrição enzimática obtido a partir dos plasmídeos recombinantes 

confirmou a clonagem de todos os candidatos vacinais. Posteriormente, a correta amplificação 
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dos genes L1wt e L2wt, bem como a fusão das quimeras, foi confirmada por sequenciamento 

de DNA empregando os primers M13. 

 

  

 

  

Figura 12. Amplificação e construção dos candidatos vacinais baseados em L1 e L2 de HPV16. (A) Ilustração 

esquemática dos genes recombinantes projetados neste trabalho: a alça h4 da proteína L1 foi substituída por um 

epitopo de reação cruzada da proteína L2 ou pela construção E5multi nas quimeras L1-L2 (1526 pb) e L1-

E5multi.h4 (1538 pb), respectivamente; a porção terminal da proteína L1 foi trocada pela construção E5multi na 

quimera L1-E5multi.34 (1514 pb). Similarmente, L1wt e L2wt foram amplificados para clonagem e expressão. 

(B) O modelo do monômero da proteína L1 para ilustrar a disposição da região h4 (círculo ponteado) na qual os 

epitopos exógenos de HPV foram inseridos. Apesar do modelo não incluir os últimos 34 aminoácidos da 

proteína L1, a porção C-terminal proteica está salientada (seta preta) para enfatizar a diferente disposição em 

comparação com h4. (C) Eletroforese em gel de agarose demonstrando a construção dos candidatos vacinais. Os 

genes L1-E5multi.34, L1wt e L2wt foram obtidos por PCR convencional, enquanto as quimeras L1-L2 e L1-

E5multi.h4 foram construídas por PCR de fusão em duas etapas: os genes quiméricos foram amplificados em 

duas porções separadas (denominadas p1 e p2, apresentando aproximadamente 1250 pb e 270 pb, 

respectivamente) em uma primeira etapa para, então, fusão em um único fragmento para substituição da porção 

h4 de L1. 
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Considerando os demais candidatos vacinais baseados nas ORFs E5, três genes alvos 

foram obtidos por PCR a partir de suas respectivas construções originais em pCI (figura 13): 

os genes E5otH16 e E5multi (CORDEIRO et al., 2015), ambos otimizados para expressão em 

células de mamíferos, consistindo de uma versão do gene E5 de HPV16  inteira e uma versão 

contendo múltiplos epitopos da proteína E5 de HPV16, respectivamente; o gene E5BPV 

(LIRA, 2010), consistindo na sequência inteira da proteína E5 de BPV1 na qual a glutamina 

17 foi substituída por glicina para abolir sua dimerização e consequente interações com alvos 

celulares relacionadas a seu efeito transformante (SPARKOWSKI; ANDERS; SCHLEGEL, 

1994). O epitopo AU1 encontra-se fusionado à extremidade 5’ dos referidos genes. Os 

primers utilizados para as construções baseadas em E5 também estão descritos na Tabela 2. 

Análises por restrição enzimática e sequenciamento de DNA confirmaram a clonagem dos 

referidos candidatos vacinais em vetor pGEMT-Easy.    

 

 

 
 

Figura 13. Amplificação dos candidatos vacinais baseados na ORF E5. (A) Ilustração esquemática dos genes 

recombinantes: os fragmentos E5B1 e E5otH16 consistem nas sequências completas dos genes E5 de BPV1 e 

HPV16, respectivamente; a construção E5multi é formado a partir do agrupamento em repetição dos epitopos 

25-33aa e HLA-A 0201 da proteína E5 de HPV16. Todos os genes apresentam o epitopo AU1 na porção N-

terminal. (B) Os genes E5B1 (176 pb), E5otH16 (281 pb) e E5multi (273 pb) foram amplificados por PCR 

convencional a partir de construções prévias em vetor pCI.  
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 Os dados obtidos a partir da modelagem estrutural revelaram que as quimeras 

adquirem uma conformação tridimensional semelhante à estrutura cristalográfica da proteína 

L1 nativa (figura 14). Os dados relativos à validação global dos modelos após refinamento 

quanto a critérios de geometria proteica e de torsões de ângulos para as ligações peptídicas 

estão demonstrados no Apêndice deste trabalho. De especial interesse para as quimeras L1-

L2 e L1-E5multi.h4 é a manutenção dos epitopos 56-75 de L2 e E5multi em uma disposição 

semelhante às regiões originais.  

 

 

    

 

 

Figura 14. Estrutura tridimensional das quimeras L1-L2, L1-E5multi.h4 e L1-E5multi.34. Quando os modelos 

gerados para as quimeras são sobrepostos à estrutura cristalográfica da proteína L1 nativa (1dzl.1A), nota-se que 

os epitopos 56-75 e E5multi (salientados com círculos pontilhados em branco) ficam dispostos de maneira 

semelhante a configuração original das regiões h4 e C-terminal (painel de imagens à esquerda). Os valores de 

RMSD obtidos a partir dos alinhamentos estão descritos abaixo das imagens.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMSD = 0.95 Å RMSD = 0.79 Å RMSD = 0.83 Å 
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6.2 CONSTRUÇÃO DOS CASSETES DE EXPRESSÃO E OBTENÇÃO DE 

LINHAGENS RECOMBINANTES DE L. tarentolae 

  

A construção dos cassetes de expressão foi obtida através da subclonagem dos 

candidatos vacinais nos respectivos vetores de expressão explorados neste trabalho, de acordo 

com os sítios de restrição inseridos pelos primers. Embora quatro diferentes sistemas 

genéticos tenham sido empregados para expressão em L. tarentolae, eventualmente apenas 

alguns dos genes foram clonados em todos os diferentes sistemas, considerando estratégias 

específicas de avaliação.    

As análises por restrição enzimática demonstraram a clonagem de todos os genes nos 

vetores pSP-BT1.YNEOα (figura 15A). O referido vetor apresenta o cassete YNEOα, 

composto pelo trato de polipirimidina Y (~0.1 kb), o gene NEO (~0.8 kb) e a região 

intergênica α (~0.8 kb), e inserido na ORF BT1 (~1.8 kb) (figura 15B). A clonagem neste 

vetor permite o fusionamento da tag HA à extremidade C-terminal das proteínas a serem 

expressas, com exceção daquelas baseadas em L1 (visto a existência do códon de parada da 

tradução nos respectivos genes). O fragmento BT1.YNEOα foi inserido no arcabouço 

plasmidial do pSP72 (~2.4 kb) 

 

 

 

A 
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Figura 15. Clonagem dos candidatos vacinais em vetor de expressão pSP-BT1.YNEOα. (A) Uma vez realizada 

a subclonagem no referido vetor, as construções plasmidiais foram extraídas de bactérias recombinantes e 

submetidas à análise por restrição enzimática com XbaI-HindIII (para os genes baseados em L1) ou BamHI-

HindIII (para o gene L2wt e os genes baseados em E5). As análises demonstram a liberação dos genes baseados 

em L1 (~1.5 kb) e do gene L2wt (~1.4 kb) no painel esquerdo, enquanto os genes baseados em E5 (E5otH16 e 

E5m têm ~0.3 kb, o gene E5B1 tem ~0.2 kb) estão dispostos no painel direito. Em todas as amostras nota-se a 

presença do vetor pSP-BT1.YNEOα (~6 kb). (B) Ilustração esquemática do mapa referente às construções 

genéticas desenvolvidas para expressão em L. tarentolae utilizando o cassete pSP-BT1.YNEOα. Em destaque 

estão: o cassete YNEOα e as sequências de iniciação da tradução (GCCATG) e da tag HA flanqueando os 

insertos. 
 

 

No vetor pSP-ααNEO, foram clonados todos os genes baseados em L1, bem como os 

genes E5otH16 e E5m (figura 16A). O referido vetor apresenta uma organização ligeiramente 

diferente do anterior (figura 16B). O cassete ααNEO está diretamente inserido em plasmídeo 

pSP72 e dispõe de duas regiões α de maneira a flanquear os insertos a serem clonados. Para 

clonagem nesse vetor, todos os candidatos vacinais empregados foram obtidos a partir das 

construções em pSP-BT1.YNEOα mediante PCR convencional com a enzima Phusion
®

 High-

Fidelity DNA polymerase. Após amplificação, os fragmentos foram tratados para posterior 

clonagem nos sítios XbaI/BamHI-SmaI do vetor pSP-ααNEO. Uma versão similar a este 

sistema genético, denominada pSP-YHYGα, foi utilizado para clonagem apenas do gene 

L2wt (figura 16D). Neste caso, além das regiões Y e α, o cassete de expressão apresenta a 

sequência HYG (~1.1 kb), tendo o vetor completo um tamanho de aproximadamente 4.4 kb. 

Para clonagem, o gene L2wt também foi obtido da construção prévia em pSP-BT1.YNEOα, 

mas mediante digestão enzimática com BamHI-NotI. Isso permitiu tanto uma clonagem direta 

quanto a manutenção da tag HA no fragmento L2wt. O perfil de digestão enzimática 

observado a partir das construções plasmidiais obtidas das bactérias transformantes, bem 

como o posterior sequenciamento dos fragmentos, confirmam a geração dos cassetes 

recombinantes de interesse (figura 16B).    
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O quarto sistema genético desenvolvido para expressão em L. tarentolae, denominado 

pSP-rRNAp-ααNeo, foi utilizado para clonagem do gene L1wt e da quimera L1-L2 (figura 

17). No referido sistema, o promotor do gene de RNA ribossomal (rRNA) 18S (~ 1.2 kb) foi 

inserido à extremidade 5’ do cassete ααNEO (figura 17B). A estratégia de clonagem 

empregada é idêntica à descrita para o vetor pSP-ααNeo, visando a inserção dos genes nos 

sítios XbaI-SmaI presentes no vetor de expressão. A confirmação das construções no sistema 

genético pSP-rRNAp-ααNeo foi inicialmente realizada por restrição enzimática e, 

subsequentemente, análises de sequenciamento confirmaram a correta fase de leitura de todas 

as clonagens obtidas (figura 17A).  

 

 

 

 

Figura 17. Clonagem dos candidatos vacinais em vetor de expressão pSP-rRNAp-ααNeo. (A) As construções 

geradas foram extraídas dos transformantes e submetidas à análise por restrição enzimática com XbaI-SmaI. As 

análises demonstram a liberação dos genes L1wt e L1-L2 (~ 1.5 kb), bem como o vetor pSP-rRNAp-ααNeo (~ 6 

kb), confirmando a clonagem e construção dos sistemas genéticos para expressão em L. tarentolae. (B) 

Ilustração esquemática do mapa referente à construção genética desenvolvidas para expressão em L. tarentolae 

utilizando o cassete pSP-rRNAp-ααNeo. Destaca-se a presença da região promotora rRNAp inserida no cassete 

ααNeo e a sequência de iniciação da tradução (GCCATG).  
 

 

Células promastigotas de L. tarentolae foram transfectadas com as construções 

genéticas geradas, como descrito na sessão 5.2.2. Uma linhagem recombinante, em particular, 

A 

B 
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foi obtida a partir da co-transfecção com as construções pSP-BT1.YNEOα-L1wt e pSP-

YHYGα-L2wt. Após etapa de seleção dos transfectantes, todas as linhagens recombinantes 

foram submetidas à análise da expressão heteróloga.     

 

 

6.3 CONSTRUÇÃO DO VETOR PARA EXPRESSÃO DE L1 EM P. pastoris E 

OBTENÇÃO DE LEVEDURAS RECOMBINANTES 

 

 Com a finalidade de produzir L1 mediante emprego da via intracelular de expressão, o 

cassete pPGKΔ3α-L1H16 (MARIZ et al., 2015) foi tratado com as enzimas BstBI e XhoI para 

liberação da sequência referente ao peptídeo sinal α-mating fator (figura 18A). Após a 

observação desta excisão por eletroforese (figura 18B), o plasmídeo resultante, denominado 

pPGKΔ3-L1H16, foi purificado do gel de agarose e empregado em reação com a enzima T4 

DNA polimerase (NEB) para tornar as extremidades dos fragmentos cegas, no intuito de 

promover, posteriormente, a recircularização dos mesmos com o emprego da enzima T4 DNA 

ligase.  

Alíquotas da reação com a T4 DNA ligase foram empregadas para transformação de 

bactérias e o DNA extraído dos transformantes foi analisado por restrição enzimática. O 

padrão de migração observado em eletroforese para o vetor pPGKΔ3 liberado do inserto L1 

esteve de acordo com o esperado para a excisão do fator-α (figura 16C). Subsequentemente, 

as reações de PCR com os primers descritos na Tabela 1, bem como os dados obtidos pelo 

sequenciamento do referido plasmídeo, confirmaram a obtenção do cassete pPGKΔ3-L1H16.  

Uma vez confirmada a obtenção do cassete, prosseguiu-se com a digestão do mesmo 

utilizando a enzima SacI para linearização do vetor. Entre 30-40 colônias recombinantes de P. 

pastoris foram obtidas mediante eletroporação de leveduras com alíquotas do vetor 

linearizado, seguida da seleção dos transformantes em placa contendo Zeocina
TM

 como 

descrito na sessão 5.2.2.  
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6.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS CANDIDATOS VACINAIS EM L. tarentolae 

 

A expressão dos candidatos vacinais baseados em L1 empregou inicialmente os 

protozoários transfectados com as construções genéticas baseadas no sistema pSP-ααNEO. 

Neste primeiro momento, as análises se basearam em ensaios por western blotting com os 

extratos proteicos dos transfectantes cultivados e devidamente estratificados em gel SDS-

PAGE 12,5%. Os resultados demonstram a detecção dos candidatos vacinais mediante 

emprego do anticorpo anti-L1 em todas as linhagens avaliadas (figura 19A). O perfil de 

migração das proteínas recombinantes demonstra que as quimeras baseadas em L1 

apresentaram um padrão diferente daquele observado para a proteína selvagem L1.  

A obtenção de uma linhagem envolveu, particularmente, a transfecção de células 

promastigotas de L. tarentolae simultaneamente com as construções genéticas pSP-YHYGα-

L2wt e pSP-ααNEO-L1wt para coexpressão das proteínas capsidiais do HPV. Os ensaios por 

immunoblotting empregando o anticorpo monoclonal anti-HA confirmou a presença de uma 

proteína com tamanho correspondente a ~70 kDa como predito para a proteína L2 no extrato 

desses transfectantes, mas também uma isoforma proteica com ~97 kDa (figura 19B). A 

inespecificidade deste reconhecimento foi descartada com o emprego de outros dois 

anticorpos anti-His e anti-L2, os quais confirmaram a detecção da isoforma com 97 kDa 

apenas nas linhagens recombinantes teste (figura 19C). Adicionalmente, a hibridização com o 

anticorpo anti-tubulina assegurou o controle no carregamento dos géis em relação ao extrato 

proteico utilizado. Em paralelo, o extrato proteico dos referidos transfectantes foi submetido à 

western blotting empregando o anticorpo anti-L1, demonstrando-se a coexpressão da proteína 

L1wt (56 kDa) (figura 19B).   

Paralelamente, também avaliamos a expressão dos candidatos vacinais baseados no 

gene E5 de BPV e HPV em L. tarentolae. Neste caso, os ensaios de immunoblotting 

empregando protozoários transfectados com as construções baseadas no sistema pSP-

BT1.YNEOα demonstraram a detecção apenas da proteína E5B1 (~10 kDa) mediante 

utilização de anticorpo anti-HA, não sendo observado nenhum sinal de detecção para as 

proteínas E5otH16 e E5multi (dados não demonstrados). As análises prosseguiram, portanto, 

para investigação da expressão destes candidatos vacinais no sistema pSP-ααNEO. Todavia, 

os novos ensaios desenvolvidos com o extrato proteico total dos transfectantes repetiram os 

resultados previamente obtidos, não sendo detectadas as proteínas E5otH16 e E5multi (dados  
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não demonstrados). No sentido de contornar a situação, uma última tentativa foi explorada 

para produção das referidas proteínas de HPV em L. tarentolae. Neste caso, avaliamos a 

expressão dos genes E5otH16 e E5multi no sistema genético pSP-ααNEO mediante cultivo 

das linhagens recombinantes em concentrações crescentes de Neomicina (360 e 640 µg/ml) e 

a partir de duas passagens. Para este último experimento, os resultados demonstraram a 

detecção da proteína E5otH16 transitoriamente por western blotting, mas a proteína E5multi 

permaneceu indetectável (figura D). Como controle da especificidade da reação, foi 

empregada uma linhagem de L. tarentolae transfectadas com os sistemas genéticos sem 

inserto. Adicionalmente, também confirmamos por immunoblotting a expressão da 

neomicina-fosfotransferase (37 kDa) com anticorpo anti-Neo como indicador da presença das 

construções genéticas nas linhagens recombinantes investigadas.                                

 

 

6.5 AVALIAÇÃO DA TRANSCRIÇÃO DOS CANDIDATOS VACINAIS BASEADOS 

EM E5 NAS LINHAGENS DE L. tarentolae 

  

 Em virtude da ausência de detecção das proteínas E5otH16 e E5multi a partir dos 

ensaios por western blotting, submetemos os protozoários recombinantes à extração de DNA 

e RNA total tanto para identificação dos genes recombinantes quanto para acessar a 

transcrição dos mesmos. 

 Os resultados obtidos por PCR empregando os primers específicos para E5otH16 e 

E5multi confirmaram a presença dos genes recombinantes na amostra de DNA total obtida 

dos protozoários transfectados com os sistemas genéticos baseados na construção pSP-

ααNEO (figura 20). A ausência de amplificação a partir da linhagem controle transfectada 

com o vetor pSP-ααNEO vazio assegurou a especificidade dos ensaios. Em paralelo, a 

transcrição dos referidos candidatos vacinais foi avaliada mediante northern blotting 

empregando amostras de RNA total dos protozoários transfectados com uma outra construção 

genética (pSP-BT1.YNEOα ou em pSP-ααNEO). Os resultados confirmaram a presença dos 

transcritos para ambos os candidatos vacinais E5otH16 e E5multi nas amostras de RNA total 

obtidas (figura 20). A especificidade da hibridização estabelecida no ensaio de northern ficou 

demonstrada pela ausência de qualquer sinal nas alíquotas provenientes dos protozoários 
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transfectados com as construções genéticas vazias. Adicionalmente, linhagens de L. 

tarentolae expressando a proteína E5B1 foi empregada como controle positivo no ensaio.  

 

 

 

Figura 20. Detecção dos candidatos vacinais E5otH16 e E5multi e análise da transcrição dos referidos genes nas 

linhagens recombinantes de L. tarentolae. Os resultados obtidos pela PCR estão demonstrados no painel à 

esquerda, onde nota-se a amplificação dos genes E5otH16 e E5multi (~0,3 kb) a partir das alíquotas de DNA 

total obtidas dos protozoários transfectados com os sistemas genéticos baseados em pSP-ααNEO. A 

amplificação do gene E5B1 (~0,2 kb) foi observada tanto a partir de protozoários expressando a proteína E5B1 

quanto a partir de uma alíquota de extração plasmidial, amostras estas empregadas como controle positivo. 

Outras amostras empregadas como controles adicionais correspondem ao DNA total de protozoários 

transfectados com a construção pSP-ααNEO vazia e um mix da reação de PCR sem DNA template, nas quais 

não se observou amplificação dos genes investigados. No painel à direita, sondas marcadas radioativamente 

(~0,3 kb) foram empregadas para hibridização dos RNAs de interesse por northern blotting. Os genes E5otH16 e 

E5multi clonados nos vetores pSP-BT1.YNEOα e pSP-ααNEO geraram transcritos com, respectivamente, ~2 kb 

e ~ 1,1 kb. Novamente utilizadas como controle, as linhagens de L. tarentolae expressando a proteína E5B1 

possibilitaram a detecção de transcritos com ~1,9 kb, referentes ao gene E5B1 clonado no vetor pSP-

BT1.YNEOα. Como controle negativo, as linhagens transfectadas com os vetores pSP-BT1.YNEOα e pSP-

ααNEO vazios não demonstraram a detecção de nenhum transcrito a partir das alíquotas de RNA total obtidas.     

 

 

6.6 SELEÇÃO E VARREDURA DOS RECOMBINANTES DE P. pastoris COM 

MÚLTIPLAS CÓPIAS DO CASSETE DE EXPRESSÃO 

 

 Clones de leveduras com múltiplas cópias do cassete pPGKΔ3-L1H16 foram 

selecionados submetendo-se os transformantes obtidos a cultivo em placas contendo 

concentrações crescentes de Zeocina (100 µg/ml, 500 µg/ml e 1mg/ml). Na figura 21A estão 

demonstradas as colônias resistentes à 2 mg/ml de Zeocina.   

 Posteriormente, os ensaios por Dot blotting empregando os extratos proteicos totais de 

clones cultivados em placa deep-well foram realizados para selecionar previamente clones de 

P. pastoris (múltiplas cópias) com altos níveis de expressão da proteína L1. As análises 
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também empregaram as linhagens controle transformadas com vetores de expressão vazios 

(sem inserto). Como nota-se na figura 21B, a maior parte dos clones apresentaram um sinal de 

detecção visualmente intenso e uniforme.     

 

 

 

Figura 21. Seleção e varredura dos clones de P. pastoris com múltiplas cópias do cassete de expressão 

pPGKΔ3-L1H16. Os transformantes obtidos após eletroporação das leveduras (em A, à esquerda) foram 

submetidos a crescimento em placa contendo concentrações crescentes de Zeocina
TM

. Aqueles resistentes a 2 

mg/ml do antibiótico (em A, à direita) foram cultivados, posteriormente, em placa deep-well para varredura dos 

níveis de expressão da proteína L1. As análises por dot blotting empregando anticorpo CamVir-1 (em B) 

demonstram a detecção da proteína L1 no extrato proteico total dos clones com múltiplas cópias do cassete de 

expressão. Uma alíquota da proteína L1 de HPV16 produzida transientemente em P. pastoris foi empregada 

como controle positivo do experimento (círculo branco pontilhado), enquanto o extrato proteico de uma 

linhagem de P. pastoris transformada com o vetor pPGKΔ3 vazio foi utilizado como controle negativo (círculo 

em branco). A placa de transformantes demonstrada em A é meramente ilustrativa. As imagens são 

representativas de um conjunto de diferentes experimentos realizados.        

 

 

6.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO INTRACELULAR DA PROTEÍNA L1 EM P. pastoris: 

CULTIVO DOS CLONES EM FRASCOS 

 

A avaliação da expressão constitutiva e intracelular da proteína L1 em P. pastoris foi 

investigada ao longo de cultivo em frascos (50 ml). Baseando-se nos ensaios por dot blotting, 

clones com múltiplas cópias do cassete de expressão foram cultivados e submetidos a lise 

celular para obtenção do extrato proteico total como descrito na sessão 5.2.3. A expressão da 

proteína L1 (~56 kDa) foi devidamente caracterizada por western blotting em todos os 

extratos e ao longo de todo o tempo de cultivo investigados, estando de acordo com o padrão 

observado para o controle positivo (proteína L1 de HPV16 produzida transientemente em P. 

pastoris) (figura 22A). A especificidade do reconhecimento foi confirmada pela ausência de 

A B 
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qualquer sinal no controle negativo. A observação de bandas com peso molecular inferior ao 

monômero de L1 nos extratos indica uma eventual degradação das proteínas recombinantes, 

visto sua ausência no controle negativo e em concordância com relatos anteriores 

(KIRNBAUER et al., 1992; BAZAN et al., 2009). Em um experimento diferente, foi possível 

também observar que a expressão constitutiva de L1 se mostrou estável inclusive após 7 dias 

de cultivo dos clones (~90 gerações) na ausência de Zeocina
TM

 (figura 22B).      

 

 

  

 

Figura 22. Western blotting dos extratos intracelulares provenientes dos clones de P. pastoris cultivados em 

frascos. (A) A proteína L1 (~56 kDa) foi detectada ao longo de todo o cultivo nos extratos intracelulares de 

clones com múltiplas cópias do cassete de expressão mediante emprego do anticorpo CamVir-1, de acordo com 

o padrão de migração observado no controle positivo (L1 produzida transientemente em P. pastoris). Nenhum 

padrão de detecção foi observado a partir da amostra controle negativo. (B) Mesmo após 7 dias de cultivo na 

ausência de marca de seleção, a expressão de L1 se mostrou constitutiva. O controle do carregamento no gel com 

os extratos proteicos preparados foi avaliado por coloração em Coomassie azul brilhante.        

 

 

6.8 EVIDÊNCIAS DA MONTAGEM DE VLPS NO CITOPLASMA DOS CLONES DE 

P. pastoris EXPRESSANDO L1 

 

 Clones de P. pastoris expressando a proteína L1 foram empregados em ensaios de 

microscopia eletrônica de transmissão para investigação quanto à montagem de VLPs no 

citoplasma das leveduras. As análises permitiram a visualização de estruturas eletrodensas 

com tamanho estimado em 55 nm, como esperado para as VLPs de HPV (figura 23). Tais 

partículas localizaram-se próximo ao complexo de membranas do retículo endoplasmático, 

dentro de corpos autofágicos (de maneira livre ou aparentemente interagindo com as 

membranas vesiculares) ou mesmo transitando próximo a estas estruturas celulares. A presen- 

B A 
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Figura 23. Evidências da montagem espontânea de VLPs no citoplasma dos clones de P. pastoris expressando 

L1 sob controle do promotor constitutivo PGK1. (A e B) Estruturas eletrodensas (VLPs) com diâmetro estimado 

em 55 nm foram observadas próximo às membranas do retículo endoplasmático (ER) de clones analisados. (C-

E). As referidas estruturas (VLPs) também foram observadas próximo ou dentro de corpos autofágicos (AB), 
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sejam livres ou interagindo diretamente com as membranas dessas estruturas. (F) Circunstancialmente, as VLPs 

também foram encontradas transitando aparentemente livres pelo citoplasma. (G) Estruturas eletrodensas com 

tamanho estimado em 20 nm e aglomeradas em membranas do ER foram caracterizadas como ribossomos. (H) 

Partículas similares com 55 nm de diâmetro não foram observadas nas leveduras controle transformadas com o 

vetor vazio, seja no citosol ou em AB. (Barra = 200 nm em A; 80 nm em B e D, F e H; 100 nm em E; 40 nm em 

G).     

 

 

ça de estruturas semelhantes também foi investigada em leveduras utilizadas como controle 

(transformadas com vetor vazio), não sendo possível observá-las. No entanto, foi notado tanto 

nos clones quanto nas células controle a presença de estruturas citoplasmáticas circulares e 

eletrodensas. Essas estruturas foram caracterizadas como ribossomos, tanto pelo menor 

diâmetro estimado em ~20 nm, quanto pela disposição diferenciada com a qual se 

aglomeravam nas membranas do retículo endoplasmático. 

Uma análise por imunocitoquímica foi conduzida em paralelo para marcação da 

proteína L1 com CamVir-1 nos clones de P. pastoris avaliados por western blotting. Todavia, 

não foi possível visualizar a marcação de partículas similares aquelas descritas na microscopia 

eletrônica de transmissão, mesmo após diferentes preparações estabelecidas.  

 

  

6.9 INVESTIGAÇÃO DA MODIFICAÇÃO PÓS-TRADUCIONAL NA PROTEÍNA 

L2wt EXPRESSA EM L. tarentolae  

 

Um conjunto de análises foi desenvolvido para investigação do mecanismo molecular 

associado à expressão de diferentes isoformas da proteína L2 em L. tarentolae (sessão 6.4). 

Devido a existência de um sítio para SUMOilação na sequência aminoacídica de L2 (lisina 

45), de acordo com o preditor GPS-SUMO, investigamos a existência de maquinaria 

enzimática para realização de tal modificação pós-traducional no protozoário em estudo. As 

análises in silico empregando o genoma sequenciado de L. tarentolae (RAYMOND et al., 

2012) revelaram a existência de sequências proteicas putativas para as enzimas E1 (formada 

pelo heterodímero E1a e E1b) e E2  envolvidas na via de SUMOilação, bem como da proteína 

precursora SUMO (Tabela 3). Quando alinhados contra as sequências ortólogas descritas para 

T. cruzi, as sequências E1b, E2 e SUMO de L. tarentolae apresentaram, respectivamente, 

61%, 66% e 87% de identidade.  
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Tabela 3. Análise das sequências de aminoácidos preditas para os genes envolvidos na via de SUMOilação em 

L. tarentolae, de acordo com alinhamento pelo BLASTp. 

Proteína (n° de acesso 

TritrypDB) 

Massa 

molecular 

predita (kDa) 

Ortólogos Tripanossomatídeos 

(n° de acesso TritrypDB) 

Comparação com ortólogos de 

Tripanossomatídeos 

Identidade E-value 

E1a (LtaP28.0380) 30  
Tc00.1047053511691.30 38% 

 
8

-47 

Tc00.1047053508177.100 37% 2
-46 

E1b (LtaP08.0220) 114 Tc00.1047053509777.100 61%  2
-86 

E2 (LtaP02.0320) 24 
Tc00.1047053508741.280 66% 

 
4

-99 

Tc00.1047053503515.14 65% 1
-100 

SUMO (LtaP08.0450) 12 Tc00.1047053507809.70 87%  2
-44

 

 

 

No intuito de caracterizar a localização celular da proteína L2wt, as linhagens de L. 

tarentolae foram cultivadas e empregadas em ensaios por imunofluorescência para marcação 

da proteína recombinante com anticorpo anti-L2 e do DNA celular com DAPI. Em paralelo, 

investigamos a identificação dos resíduos de SUMO de L. tarentolae conjugados à proteína 

L2wt a partir do extrato proteico total por western blotting, bem como nos protozoários 

submetidos a imunofluorescência, através do emprego do anticorpo anti-TcSUMO. Os 

resultados obtidos pela imunofluorescência demonstram que, embora L2wt apresente uma 

localização predominantemente citoplasmática, é possível observá-la também no núcleo dos 

protozoários (figura 24A). A hibridização com o anti-TcSUMO evidenciou uma marcação no 

espaço perinuclear nos protozoários empregados na imunofluorescência (figura 24B), mas não 

foi possível observar uma sobreposição clara entre a localização dos resíduos SUMO e da 

proteína L2wt. Contudo, os dados obtidos por western blotting demonstraram a detecção da 

isoforma com ~97 kDa de L2wt a partir do emprego do anti-TcSUMO apenas no extrato 

proteico dos protozoários recombinantes, não sendo observado nenhum sinal no extrato 

controle dos protozoários selvagens (figura 24C). Outras proteínas também foram marcadas 

pelo anti-TcSUMO em ambos os extratos proteicos, dentre as quais se destacam aquelas com 

~12 kDa, ~35 kDa e ~110 kDa por apresentarem massas moleculares próximas ao que foi 

predito paras as proteínas putativas SUMO, E2 e E1b de L. tarentolae.                        

 

http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaP28.0380
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Figura 24. Imunolocalização da proteína L2wt e caracterização de sua modificação pós-traducional em L. 

tarentolae. (A) A marcação de protozoários recombinantes com anti-L2 demonstrou uma dispersão 

majoritariamente citoplasmática associada a uma presença nuclear para a proteína L2wt (setas brancas). Quando 

empregado na linhagem selvagem controle, o anti-L2 não revelou nenhuma marcação celular relevante. (B) O 

padrão de detecção observado a partir dos protozoários recombinantes marcados com o anti-TcSUMO revelou 

uma sinalização proveniente da região perinuclear (setas brancas). (C) O emprego do anti-TcSUMO no extrato 

proteico total dos protozoários durante os ensaios por western blotting permitiu a detecção da isoforma de ~97 

kDa da proteína L2wt apenas nas linhagens recombinantes. Todavia, em ambas as linhagens recombinante e 

selvagens, foi possível marcar a presença de outras proteínas que apresentam massa molecular compatível com o 

predito para as enzimas E1b e E2 devidamente SUMOiladas, bem como para a proteína SUMO de L. tarentolae.           

 

 

 

 

 

A 

B C 
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6.10 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS CAPSÔMEROS E VLPs A PARTIR 

DA EXPRESSÃO EM L. tarentolae 

 

 Uma combinação de abordagens foi utilizada no intuito de caracterizar estruturalmente 

a formação de capsômeros e VLPs produzidos em L. tarentolae. Inicialmente, o extrato 

proteico total dos protozoários recombinantes expressando os candidatos vacinais baseados no 

gene L1 foi empregado em ensaios de sedimentação por ultracentrifugação em gradiente 

contínuo de sacarose. As análises por western blotting utilizando as 12 amostras obtidas a 

partir do fracionamento dos gradientes evidenciaram um padrão de sedimentação variado para 

as diferentes proteínas estudadas (figura 25). De maneira geral, observamos a detecção das 

diferentes versões da proteína L1 nas frações 1-6, mas apenas as proteínas L1wt (coexpressa 

com L2wt ou não) e L1-E5multi.34 foram sedimentadas nas frações 7-11. O padrão de 

sedimentação de L2wt também foi avaliado diante de sua coexpressão com L1wt, 

demonstrando-se a presença da isoforma de ~97 kDa nas frações 1-11, embora de maneira 

majoritária nas frações 1-6.  

 

 

 
Figura 25. Western blotting empregando as frações do gradiente de sacarose para detecção dos candidatos 

vacinais baseados em L1 produzidos em L. tarentolae. O perfil de sedimentação apresentou-se diferenciado para 
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as diferentes proteínas. Quando expressa na ausência de L2wt, a proteína L1wt dispersa-se majoritariamente nas 

frações 1-6, ainda que seja possível observá-la também nas frações 7-11 de maneira menos pronunciada. Quando 

coexpressa com L2wt, observamos uma mudança nesse perfil, e a proteína L1wt apresentou-se mais 

intensamente nas frações 7-11 (comparativamente ao seu perfil sozinha). Enquanto o perfil de sedimentação da 

quimera L1-E5multi.34 assemelhou-se ao da proteína L1wt, as quimeras L1-L2 e L1-E5multi.h4 acumularam-se 

nas frações 1-5, sendo imperceptível suas detecções nas demais frações. A sedimentação da proteína L2wt 

também foi investigada na presença de L1wt, sendo possível observá-la apenas sob a isoforma de ~97 kDa ao 

longo das frações 1-11.    
 

 

 A purificação dos candidatos vacinais baseados em L1 mediante emprego de resina 

heparina-sepharose foi conduzida para investigação da formação de VLPs e capsômeros. Os 

extratos proteicos totais provenientes das linhagens expressando as proteínas L1wt e L1-L2 

foram incubados com a resina e as frações coletadas após lavagem e eluição em gradiente 

salino foram submetidas a western blotting com CamVir-1. Como nota-se na figura 26, 

grande quantidade da proteína L1wt foi perdida nas etapas de lavagem da resina com baixas 

concentrações de NaCl, o que justifica sua baixa quantidade obtida nas alíquotas de eluição 

em gradiente salino. Relativamente à quimera L1-L2, observou-se uma pequena quantidade 

da proteína nas alíquotas de eluição, tendo a maior parte do material sido perdida nas 

lavagens.      

 

 

 

Figura 26. Western blotting empregando as frações obtidas a partir da purificação com a resina heparina-

sepharose.   Como observado no painel superior, ainda que a proteína L1wt tenha sido obtida nas frações de 

eluição em gradiente salino (E1-4: 0,8 M, 1,2 M, 1,6 M e 2 M de NaCl), a maior parte do material foi perdida 

nas frações não adsorvida (NA) e de lavagem (L1-2) em tampão contendo 0,5 M de NaCl. Para a quimera L1-L2 

(painel inferior), a perda nas frações que precedem a eluição em gradiente salino foi ainda mais pronunciada.  
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Posteriormente, a caracterização de partículas capsoméricas e VLPs no citoplasma de 

L. tarentolae foi investigada por diferentes técnicas de microscopia. Previamente aos ensaios 

por microscopia eletrônica de transmissão, os protozoários recombinantes foram submetidos a 

imunofluorescência confocal com o anticorpo CamVir-1 para marcação dos candidatos 

vacinais baseados em L1. Como pôde ser observado (figura 27), as diferentes versões 

recombinantes de L1 expressas em L. tarentolae dispersam-se largamente no citoplasma das 

células investigadas, não havendo acúmulo observável em nenhuma região específica.  

 

 

 

 

Paralelamente, os ensaios de microscopia eletrônica de transmissão convencional 

demonstram a presença de estruturas eletrodensas com tamanho extremamente heterogêneo 

estimados em 20-50 nm, acumuladas em vesículas citoplasmáticas (figura 28). A observação 

de tais estruturas limitou-se a um pequeno número de protozoários recombinantes, não 

estando presente na maioria das células analisadas. Estruturas similares também não foram 

Figura 27. Microscopia de 

imunofluorescência dos protozoários 

recombinantes expressando os 

candidatos vacinais baseados em L1. O 

emprego do anticorpo CamVir-1 

associado a marcação com DAPI 

demonstrou que a proteína L1wt e as 

quimeras dispersam-se no citoplasma 

das células de L. tarentolae sem haver 

uma concentração ou 

compartimentalização específica.  
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observadas no citoplasma de nenhum protozoário selvagem empregado como controle 

negativo nestas análises. 
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Figura 28. Microscopia eletrônica de transmissão empregando os protozoários recombinantes expressando os 

candidatos vacinais baseados em L1. Os ensaios demonstraram a presença de agregados eletrodensos com 

tamanho estimado entre 20-50 nm em algumas das células estudadas (quadrado preto). Tais estruturas 

acumularam-se especificamente em vesículas citoplasmáticas (ampliadas à direita do painel), não sendo 

observadas a partir das linhagens selvagens (wt).    
 

 

Nas análises realizadas por imunocitoquímica, paralelamente, não foi possível 

demonstrar a formação de capsômeros ou VLPs no citoplasma dos protozoários 

recombinantes, embora a marcação com as partículas de ouro tenha ocorrido com sucesso 

(figura 29). As eletromicrografias demonstram uma marcação citoplasmática, eventualmente 

tendendo ao espaço perinuclear. A especificidade dessa marcação foi monitorada avaliando-se 

o emprego do CamVir-1 na linhagem selvagem e a complexação das partículas de ouro ao 

DNA genômico ou kinetoplastidial dos protozoários recombinantes.     

 

 

 

Figura 29. Imunocitoquímica com o CamVir-1 empregando as linhagens de L. tarentolae recombinantes. As 

imagens reproduzidas são representativas de diferentes experimentos. A marcação das proteínas demonstrou uma 
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localização citoplasmática (painel à esquerda) nas células investigadas, não sendo possível observar estruturas 

sugestivas de partículas montadas. Eventualmente, esta marcação também foi vista no espaço perinuclear de 

maneira mais pronunciada (painel à direita, setas pretas).  
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7. DISCUSSÃO 

 

 

 No presente trabalho, propomos o desenvolvimento de duas diferentes plataformas 

biotecnológicas para produção de antígenos vacinais do HPV e BPV, as quais baseiam-se no 

protozoário L. tarentolae e na levedura P. pastoris. Como base experimental para tal, 

desenvolvemos diferentes sistemas genéticos para expressão heteróloga nos referidos 

organismos. Particularmente para o sistema baseado em L. tarentolae, também 

desenvolvemos candidatos vacinais focados em distintas estratégias de imunização. Um 

conjunto de abordagens experimentais foi utilizado tanto para análise da expressão quanto 

para caracterização dos antígenos recombinantes produzidas em ambos os sistemas. 

Eventualmente, as estratégias de análise experimental foram redesenhadas para compreender 

e caracterizar achados inesperados, seja à luz do ineditismo dos mesmos ou em decorrência de 

trabalhos publicados no decorrer desta tese. A discussão dos nossos estudos será abordada a 

seguir, contextualizando os dados de cada plataforma em separado. 

As leveduras metilotróficas têm sido exploradas como atrativas alternativas no 

estabelecimento de plataformas vacinais de baixo custo para produção de VLPs. Nosso grupo 

emprega P. pastoris não apenas para produção de candidatos vacinais contra o PV 

(COIMBRA et al., 2011; JESUS et al., 2012), mas também para produção de antígenos virais 

outros com fins diagnóstico (DE ARRUDA COUTINHO et al., 2013; SILVA et al., 2014). 

Apesar do sistema genético baseado no promotor PAOX1 de P. pastoris ser largamente 

explorado para expressão heteróloga (incluindo os trabalhos do grupo citados) em virtude de 

sua eficiência, optamos por explorar, em colaboração com Prof. Dr. Fernando Araripe 

(Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília), o estabelecimento de uma 

plataforma alternativa baseada no promotor constitutivo PGK1 de P. pastoris para produção 

de antígenos com fins vacinais, baseando-se em sistemas já descritos para outras espécies de 

leveduras (FLEMING; LITTLECHILD, 1997). O sistema genético estabelecido neste trabalho 

representa uma otimização daquele originalmente caracterizado por De Almeida; De Moraes; 

Torres (2005), sendo a sequência promotora uma variante reduzida para ~0,4 kb. Isso facilita 

significativamente as clonagens no vetor de expressão, considerando o fragmento previamente 

descrito com ~2 kb.  

Tendo como ponto de partida experimental a manipulação do sistema genético 

previamente construído para secreção da proteína L1 no meio de cultura (COIMBRA, 2012; 
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MARIZ, 2012), neste trabalho retiramos o peptídeo sinal de secreção (fator-α) do sistema 

genético afim de avaliar a expressão intracelular da referida proteína. Apesar da recombinação 

com sistema pPGKΔ3-L1H16 conferir aos clones de P. pastoris resistência a Zeocina, isso 

não assegura a expressão heteróloga sob altos níveis. Nesse sentido, submetemos os 

transformantes primários (selecionados em 100 ug/ml do Zeocina) a um processo para 

amplificação do número de cópias do sistema genético integrado ao genoma 

(Posttransformational Vector Amplification, PTVA), obtendo clones resistentes a 500, 1000 e 

2000 ug/ml do antibiótico. A seleção de clones com múltiplas cópias do sistema genético 

integrado ao genoma representa uma estratégia para aumentar os níveis de expressão, 

considerando que o grau de resistência a Zeocina pode ser diretamente correlacionado o 

número de cópias do sistema genético integrado (SUNGA; TOLSTORUKOV; CREGG, 

2008). De acordo com Sunga; Tolstorukov; Cregg, (2008), a resistência 2000 ug/ml de 

Zeocina resulta da integração de 4 cópias do sistema genético ao genoma das leveduras. 

A varredura por dot blotting dos clones com múltiplas cópias demonstrou sinais de 

detecção da proteína L1 visualmente intensos e homogêneos a partir de praticamente todos os 

clones investigados, ao contrário do que se observa nas análises de expressão empregando 

transformantes primários (LIN-CEREGHINO; CREGG, 2000). Acreditamos ser importante 

salientar que esse fluxograma de análise representa uma estratégia rápida e prática para 

obtenção de clones com elevados níveis de expressão através de condições de cultivo sub-

ótimas (com relação ao volume, agitação e aeração das culturas) como é o caso do 

crescimento em placas deep-well.  

Ainda que seja um importante dado preliminar, os ensaios de varredura desenvolvidos 

não caracterizam a proteína L1 de acordo com sua massa molecular. A confirmação da 

expressão constitutiva e intracelular de L1 sob regulação do PPGK1 em P. pastoris se deu a 

partir de western blotting empregando os extratos proteicos totais de clones cultivados em 

frascos por 3 dias. Cabe aqui uma importante contextualização deste trabalho à luz da 

literatura. Bazan et al. (2009) relataram pioneiramente a expressão da proteína L1 de HPV16 

em P. pastoris sob níveis superiores aos relatados em S. cerevisiae. Apesar de inovador e 

importante por demonstrar a viabilidade de Pichia na produção de VLPs de HPV, o trabalho 

conduzido por Bazan e colegas empregou um sistema genético epissomal baseado no PAOX1. 

Para propósitos industriais, o emprego de sistemas epissomais não é recomendado devido à 

sua instabilidade genética e necessidade de contínua seleção com antibiótico para manutenção 
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dos sistemas (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992; DALY; HEARN, 2005). 

Posteriormente, outros trabalhos foram publicados buscando contornar esse inconveniente, 

todos utilizando sistemas integrativos baseados no PAOX1 (COIMBRA et al., 2011; 

HANUMANTHA RAO et al., 2011; JIANG et al., 2011).  

Apesar de eficiente, o sistema AOX1 de P. pastoris possui importantes inconvenientes 

quando se vislumbra, novamente, produção em escala industrial. Segundo o modelo 

atualmente aceito, ao ser induzido pelo metanol, o PAOX1 dirige a expressão da enzima AOX, 

a qual catalisa a conversão do metanol em peróxido de hidrogênio (H2O2) e formaldeído. A 

baixa afinidade da AOX pelo oxigênio é compensada pela expressão em altos níveis desta 

enzima (30% do conteúdo de proteínas solúveis totais) (LIN-CEREGHINO; CREGG, 2000; 

CEREGHINO et al., 2002). Tem-se aqui o primeiro inconveniente. A expressão sob controle 

do PAOX1 é rigidamente regulada a nível transcricional, obedecendo dois mecanismos: (i) 

repressão, quando as leveduras são cultivadas em glicose e outras fontes de carbono que não o 

metanol e, portanto, não há transcrição a partir deste promotor; (ii) indução, no qual as 

leveduras são cultivadas em metanol e, assim, quase 5% do RNA poli-A
+
 provém deste 

promotor (CEREGHINO et al., 2002). Por isso, a produção de proteínas recombinantes por 

meio deste sistema depende de um esquema de cultivo em duas fases: geração de biomassa a 

partir de cultivo em glicose ou glicerol por 2-3 dias; indução da expressão a partir de cultivo 

em metanol (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Isso impõe um período relativamente 

longo de cultivo para obtenção de proteínas recombinantes de interesse. Em segundo lugar, o 

cultivo em metanol deve ser mantido em concentrações baixas, haja visto que a metabolização 

de tal composto acarreta a liberação de radicais tóxicos para a célula. Portanto, os níveis de 

metanol devem ser rigidamente monitorados. Por último, o metanol é um composto altamente 

inflamável, de maneira que seu emprego a partir de plantas de produção em larga escala é um 

inconveniente (VASSILEVA et al., 2001; CEREGHINO et al., 2002).  

Traçando-se um paralelo com o sistema proposto neste trabalho, a expressão da 

proteína L1 pode ser obtida constitutivamente, através de um protocolo mais simples e menos 

laborioso. O esquema de cultivo é conduzido em fase contínua sem necessidade de troca de 

meio de cultura nem rígido controle da aeração ou concentração de glicose. Adicionalmente, 

trata-se de um sistema desenvolvido in house e, portanto, livre de pagamento de royalties. Por 

fim, ainda que alguns trabalhos tenham relatado instabilidade genética quando clones com 

múltiplas cópias do cassete foram induzidos com metanol, ou mesmo toxicidade quando 
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proteínas exógenas são expressas constitutivamente, não observamos dados similares a partir 

de nossos experimentos. A expressão de L1 foi detectada com sucesso por western blotting 

após aproximadamente 90 gerações, mesmo na ausência de Zeocina. Todavia, acreditamos 

que uma análise mais detalhada seja conveniente sobre o assunto.  

A demonstração de que a proteína L1 é capaz de automontar-se em VLPs quando 

expressa em P. pastoris abre perspectiva para emprego deste organismo como vetor vacinal 

contra o HPV. Esta levedura tem o status GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA 

(Food and Drug Administration) e foi demonstrada como eficiente veículo para entrega de 

antígenos virais pela via intramuscular e oral (TAGHAVIAN et al., 2013). As 

eletromicrografias demonstradas neste trabalho provém evidências de estruturas compatíveis 

com VLPs de HPV no citoplasma dos clones analisados. Não tivemos êxito, no entanto, na 

marcação dessas estruturas por imunocitoquímica. Em relatos anteriores, Falcón et al. (1999) 

demonstraram dificuldade semelhante na detecção de VLPs do vírus da hepatite C (HCV) a 

partir do citoplasma de P. pastoris, mesmo através do emprego de anticorpos monoclonais ou 

soro reativo de humanos e apesar da visualização das partículas por eletromicroscopia 

convencional. Em concordância com nossa ideia de explorar P. pastoris como vetor vacinal 

contra o câncer cervical, recentemente Bolhassani et al. (2014) relataram sucesso na proteção 

contra o HPV16 através da imunização de camundongos com leveduras desta espécie 

expressando L1.  

Considerados todos os achados obtidos para a plataforma baseada no PPGK1 de P. 

pastoris, a seguir abordaremos os estudos para desenvolvimento de candidatos vacinais a 

partir de L. tarentolae.        

 O emprego de L. tarentolae como modelo para estudos bioquímicos e de biologia 

molecular de Tripanossomatídeos é bem estabelecido, mas apenas nos últimos anos este 

protozoário passou a ser explorado extensivamente como sistema recombinante. Os trabalhos 

de Breton et al. (2007), Soliemani et al. (2007), Padmanabhan et al. (2012) e Baechilein et al. 

(2013) foram explorados como base teórica para construção dos sistemas genéticos 

empregados em L. tarentolae. Tais sistemas empregam sequências sinalizadoras para 

processamento do mRNA em Leishmania: um trato de polipirimidina (Y) responsável pela 

montagem do spliceossomo; e a região intergênica não traduzida do gene da α-tubulina (α), 

uma proteína altamente expressa nesses organismos, também importante para o 

processamento pós-transcricional do mRNA. O emprego dessas sequências é fundamental 
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para dirigir a expressão de genes sob elevados níveis em Tripanossomatídeos, visto que a 

regulação gênica ocorre principalmente a nível pós-transcricional nesses organismos.  

Uma terceira região, a ORF BT1, também foi empregada em um dos sistemas 

genéticos para permitir a integração dos cassetes no genoma dos protozoários. A expressão 

heteróloga a partir de um sistema integrativo representa uma estratégia fundamental para 

desenvolvimento de uma plataforma biotecnológica para fins vacinais, visto a maior 

estabilidade genética proporcionada (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992; DALY; 

HEARN, 2005). Todavia, o emprego de sistemas epissomais apresentam, dentre outras, duas 

principais vantagens: (i) simplicidade na geração das linhagens recombinantes, já que os 

cassetes são empregados circularizados para transfecção; rapidez nas análises de expressão, 

considerando que, geralmente, várias cópias do cassete são inseridas nos transfectantes e não 

há necessidade de fazer uma varredura por altos níveis de expressão. Compreendendo que há 

vantagens e desvantagens a serem consideradas para ambas as estratégias, neste trabalho 

optamos pelo emprego de sistemas epissomais porque buscamos avaliar, inicialmente, a 

viabilidade de L. tarentolae como hospedeiro para expressão dos antígenos em estudo.  

A escolha dos candidatos vacinais teve como justificativa inicial uma eventual 

comparação da expressão do gene L1 com o sistema paralelamente desenvolvido para P. 

pastoris. No entanto, ao longo do trabalho o Ministério da Saúde anunciou um acordo com a 

Merck para compra de vacinas profiláticas Gardasil e transferência de tecnologia para 

produção da referida vacina pelo Instituto Butantan. Tal acontecimento nos motivou a 

repensar o desenho dos candidatos no sentido de diversificar as análises em L. tarentolae e as 

estratégias vacinais. Portanto, exploramos o desenvolvimento de quimeras baseadas no gene 

L1 tendo como lastro referencial os seguintes trabalhos: Bishop; Dasgupta; Chen, (2007) e 

Schadlich et al. (2009), onde demonstra-se que a alça h4 de L1 pode ser empregada para 

produção de partículas capsoméricas e que a região C-terminal de L1 pode ser deletada sem 

comprometer a formação de VLPs; Liu et al. (2000) e Chen et al. (2004), que exploraram com 

sucesso o emprego de E5 de HPV como antígeno terapêutico; e Rubio et al. (2011), que 

determinaram a imunogenicidade cruzada do epitopo 56-75 de L2. Vislumbramos, assim, o 

desenvolvimento de capsômeros quiméricos com propriedades profiláticas de largo espectro 

(L1-L2) e profilático-terapêutica (L1-E5multi.h4), assim como de VLPs quiméricas com 

propriedades também profilático-terapêutica (L1-E5multi.34). Em paralelo, dado o relato 

prévio de Breton et al. (2007), cujos trabalhos empregaram pioneiramente L. tarentolae como 
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vetor vacinal contra o HIV em modelo murino, protozoários recombinantes expressando a 

proteína L2 inteira de HPV16 ou diferentes candidatos baseados em E5 de HPV16 e BPV1, 

foram desenvolvidas visando a avaliação de vetores vacinais de largo espectro e terapêuticos 

contra o câncer cervical e contra a papilomatose bovina. A produção de VLPs baseadas em L1 

e L2 tem o objetivo de, posteriormente, viabilizar a obtenção de pseudovírions para 

estratégias de imunização envolvendo vacina de DNA, outra linha de pesquisa desenvolvida 

pelo grupo. Nenhum dos genes investigados apresenta códons otimizados para expressão em 

L. tarentolae, como relatado previamente por outros autores (BRETON et al., 2007; 

SOLEIMANI et al., 2007; BAECHLEIN et al., 2013).  

As análises por western blotting demonstraram a expressão dos candidatos vacinais 

baseados em L1 a partir dos protozoários recombinantes, confirmando o sucesso na obtenção 

dos sistemas genéticos e salientando a atratividade deste hospedeiro para expressão de genes 

heterólogos sem a necessidade de otimização de códons. O padrão de migração diferencial 

observado após estratificação em SDS-PAGE está de acordo com as modificações realizadas 

no esqueleto proteico de L1: enquanto a proteína L1wt apresentou massa molecular de 56 kDa 

como esperado, as quimeras L1-L2 e L1-E5multi.h4 demonstraram uma massa molecular um 

pouco menor, compatível com a inserção de porções menores do que a alça h4; a proteína L1-

E5multi.34 apresentou a menor massa de todas, em concordância com a substituição da 

porção C-terminal (34aa) de L1 pela construção E5multi (24aa).  

Para os candidatos vacinais baseados em E5, no entanto, as análises sugeriram uma 

marcante heterogeneidade nos níveis de expressão. Enquanto a proteína E5B1 foi detectada 

com sucesso a partir das diferentes estratégias de cultivo empregadas, a detecção da proteína 

E5otH16 somente foi possível quando os protozoários recombinantes foram submetidos a 

cultivo em concentrações aumentadas de neomicina – estratégia explorada para induzir um 

aumento no número de cópias do cassete de expressão nos protozoários recombinantes. Ainda 

assim, os ensaios por western demonstram que essa detecção ocorreu de maneira transitória. 

Em contrapartida, a detecção da proteína E5multi não foi possível em nenhuma das análises 

realizadas. Diferentes abordagens demonstraram que as linhagens recombinantes possuíam os 

cassetes de expressão de interesse: a proteína neomicina-fosfotransferase, codificada pelos 

sistemas genéticos desenvolvidos, foi detectada por western blotting; os genes E5otH16 e 

E5multi foram amplificados a partir das amostras de DNA total dos protozoários cultivados; a 

transcrição dos referidos candidatos foi confirmada por northern blotting. Acreditamos que, 
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em conjunto, os dados sugerem duas possíveis situações: (i) os mRNAs detectados por 

northern não são traduzidos eficientemente, qualquer que seja o motivo; (ii) as proteínas em 

questão são instáveis e rapidamente dirigidas para degradação.  

Interessantemente, a proteína L2wt apresentou diferentes isoformas quando expressa 

em L. tarentolae, as quais foram detectadas através de um conjunto de anticorpos 

monoclonais. Baseando-se nos trabalhos de Marusic et al. (2010) e Bund et al. (2014), os 

quais relatam a identificação de isoformas similares para L2 em células de mamíferos, 

passamos a investigar a ocorrência de uma modificação pós-traducional em L2wt denominada 

SUMOilação, a qual corresponde à adição de pequenos modificadores semelhantes a 

ubiquitina (Small Ubiquitin-like Modifier, SUMO). As proteínas SUMO estão conservadas e 

são ubiquamente expressas em eucariotos, mas estão ausentes em procariotos e archaea 

(GAREAU; LIMA, 2011). A SUMOilação ocorre através de uma via de conjugação em três 

etapas (de maneira similar a ubiquitinação), resumidas como segue: processamento de um 

precursor SUMO por proteases específicas (Ulp/SENP); ativação da proteína SUMO por uma 

enzima denominada E1 (heterodímero E1a/E1b); conjugação da proteína SUMO ativada para 

uma proteína alvo (substrato) contendo motivos consenso de SUMOilação, etapa catalisada 

pela enzima E2. A reação final de conjugação também pode ser assistida por uma enzima 

denominada E3 ligase (GAREAU; LIMA, 2011; IRIBARREN et al., 2015).  

A partir da investigação dos componentes da via de SUMOilação em 

tripanossomatídeos mediante inspeções via PSI-BLASTp, uma proteína SUMO putativa de L. 

tarentolae (LtarSUMO) foi identificada compartilhando 87% de similaridade com seu 

ortólogo em T. cruzi (BAYONA et al., 2011). Outras sequências putativas para a subunidade 

E1b e enzima E2 de L. tarentolae também foram identificadas compartilhando em torno de 

65% de identidade com ortólogos de T. cruzi. Com base nessas análises, buscamos acessar a 

localização subcelular de L2wt quando expressa em L. tarentolae, visto que a maquinaria de 

SUMOilação em T. cruzi está localizada no núcleo. Por imunofluorescência, demonstramos 

que a proteína L2wt apresenta uma dispersão citoplasmática associada a uma marcante 

concentração nuclear, o que corrobora com a suposição de que esta proteína estaria sendo 

SUMOilada.  

Baseado nesses dados, exploramos o emprego do anticorpo anti-TcSUMO para 

caracterização dos componentes da via de SUMOilação e da isoforma de L2wt nos 

protozoários recombinantes. Não conseguimos demonstrar a marcação da proteína L2wt por 
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imunofluorescência com o referido anticorpo. Especulamos que a disposição conformacional 

do resíduo de SUMO na proteína L2wt não favoreça seu reconhecimento pelo anti-TcSUMO. 

Ainda assim, as análises demonstraram um padrão de marcação supostamente do envoltório 

nuclear nos protozoários avaliados, o que estaria de acordo com relatos referentes à 

localização das enzimas do ciclo de SUMOilação nos complexos de poros nucleares (nuclear 

pore complexes, NPCs) (ZHANG; SAITOH; MATUNIS, 2002; MELCHIOR; 

SCHERGAUT; PICHLER, 2003; PALANCADE; DOYE, 2008). Os ensaios por western, no 

entanto, permitiram a identificação de proteínas com massa molecular condizentes à 

LtarSUMO (12 kDa) e E2 devidamente SUMOilada (35 kDa). Acreditamos que uma terceira 

proteína, com 114 kDa, se trata da subunidade E1b, com uma massa molecular diferente do 

predito mas em concordância com o descrito para seu ortólogo E1b já caracterizado em T. 

brucei (YE et al., 2015). Tão relevante quanto esses achados foi a detecção da isoforma com 

97 kDa de L2wt, corroborando com todas as análises descritas anteriormente. Essas 

evidências, em conjunto, apontam para a expressão de uma proteína L2 SUMOilada em L. 

tarentolae, de maneira similar ao descrito em células de mamíferos. 

Ao longo dos trabalhos, investigamos a formação das partículas capsoméricas e VLPs 

em L. tarentolae a partir da expressão dos candidatos vacinais baseados em L1. A 

caracterização das partículas mediante ultracentrifugação em gradiente de sacarose 

demonstrou um perfil de sedimentação diferencial para os candidatos, novamente em 

consonância com as modificações propostas nas quimeras. Tomando-se como base os 

trabalhos de Schadlich et al. (2009) e Bund et al. (2014), os resultados demonstram que a 

proteína L1wt é capaz de montar-se em VLPs quando expressa exclusivamente nas linhagens 

de L. tarentolae recombinantes. Porém, a maior parte das proteínas se acumulam em um 

estado capsomérica ou de agregados subparticulares. Mas a formação das VLPs é 

notadamente enriquecida quando L1wt e L2wt são coexpressas nos protozoários, muito 

provavelmente em decorrência da maior estabilidade proporcionada pela interação entre as 

proteínas capsidiais. De significativa relevância é o fato de que apenas a isoforma SUMOilada 

de L2wt (97 kDa) foi detectada, demonstrando que tal modificação não interfere na 

associação com L1wt para formação de VLPs como relatado por Bund et al. (2014). A 

diminuição no sinal de detecção da proteína L2wt, em comparação com aquele observado 

para L1wt, se deve ao menor número de cópias presentes nas VLPs montadas (relação de 1:5).   
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Em paralelo, o perfil de sedimentação das quimeras L1-L2 e L1-E5multi.h4 denota 

que tais proteínas são incapazes de automontar-se em VLPs, acumulando-se na forma de 

capsômeros. Tal característica é resultado direto da substituição da alça h4, região essencial 

para estabilização das interações intercapsoméricas na formação das VLPs (BISHOP; 

DASGUPTA; CHEN, 2007; SCHÄDLICH et al., 2009). No caso do epitopo 56-75 de L2, por 

exemplo, o fato de ser derivado de uma região de folha beta predita como envolvida em um 

domínio transmembranar (WANG; RODEN, 2013) deve corroborar no impedimento das 

ligações intercapsoméricas necessárias para formação de VLPs. A inserção dos epitopos 56-

75 de L2 e E5multi na referida região busca a geração de capômeros quiméricos capazes de 

diversificar a resposta imunológica e aumentar a imunogenicidade dos referidos epitopos  

(SCHÄDLICH et al., 2009). O perfil de sedimentação apresentado pela quimera L1-

E5multi.34, por outro lado, é similar ao de L1wt e, portanto, condizente com a formação de 

VLPs quiméricas. Além de não interferir na formação de VLPs, a deleção dos últimos 34 

resíduos C-terminais de L1 torna a proteína mais solúvel (SCHÄDLICH et al., 2009). Apesar 

desta porção proteica não constituir uma região naturalmente apresentadora de epitopos, 

acreditamos que a presença do espaçador AAY (alanina-alanina-tirosina) na construção 

E5multi proporcionará eficientemente a apresentação dos epitopos de E5 pela indução da 

degradação via proteassomo (VELDERS et al., 2001; WANG et al., 2004; DE OLIVEIRA et 

al., 2015). 

A capacidade da proteína L1 de interagir com a heparina sob determinadas 

concentrações salinas foi aplicada para caracterização estrutural dos capsômeros e VLPs 

mediante purificação em resina heparina-sepharose. Ainda que não se saiba a natureza exata 

dessa interação, diferentes trabalhos indicam que a configuração conformacional de L1 é 

determinante para tal visto que apenas capsômeros e VLPs interagem com a heparina mas não 

é possível purificar monômeros livres a partir dessa abordagem (ROMMEL et al., 2005; 

WANG et al., 2005). Nessa linha de raciocínio, os dados obtidos neste trabalho suportam a 

ideia de que os capsômeros e VLPs formados a partir dos candidatos vacinais explorados em 

L. tarentolae são estruturalmente instáveis e heterogêneos, em virtude da baixa concentração 

de proteínas eluídas em gradiente salino. Estando a maior parte das proteínas L1wt e L1-L2 

nas frações não adsorvidas e de lavagem, a ligação das partículas a heparina ficou 

comprometida muito provavelmente porque os resíduos de aminoácidos necessários para tal 

não foram adequadamente expostos na superfície das partículas. Não ficou claro se a 
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instabilidade dessas partículas é intrínseca às versões da proteína L1 expressas em L. 

tarentolae ou se é decorrente das preparações realizadas ao longo deste trabalho. Suportando 

nossa interpretação, Bolhassani et al. (2014) demonstraram que o emprego de L. tarentolae 

expressando a proteína L1 como vetor vacinal falhou em promover proteção contra infecção 

pelo HPV em modelo murino. A caracterização de capsômeros ou VLPs não fez parte do 

escopo dos autores, mas acreditamos que haja uma relação entre os resultados demonstrados 

em ambos os trabalhos. De qualquer forma, a recente produção de VLPs quiméricas do vírus 

da hepatite B (HBV) e C (HCV) em L. tarentolae (CZARNOTA et al., 2016) demonstra que 

mais análises são necessárias para conclusão dos nossos resultados, ainda que as proteínas L1 

e sHBsAg (pequeno antígeno de superfície do HBV, small Hepatitis B virus Antigen) 

apresentem características bioquímicas distintas.  

Ainda que as análises in silico por modelagem sugiram que as modificações feitas nas 

quimeras de L1 não perturbem a correta montagem dos monômeros, é razoável salientar que 

estes resultados não são conclusivos. A validação global dos modelos aponta para a 

necessidade de maiores refinamentos nas estruturas obtidas, uma vez que alguns dos critérios 

avaliados não atingiram valores aceitáveis (Apêndice). É preciso ponderar o fato de que tais 

resultados foram obtidos por modelagem comparativa mediante emprego de uma estrutura 

cristalográfica de razoável resolução (3,5 Å), mesmo que esta represente a melhor escolha 

para tal. Métodos de modelagem proteica de novo (ou ab initio), aplicadas especificamente às 

regiões inseridas nas quimeras, poderiam contribuir substancialmente para o melhoramento 

dos modelos estruturais. Assim, infelizmente os dados de modelagem não contribuem 

substancialmente para a interpretação da estabilidade observada nas VLPs e capsômeros, mas 

são informações relevantes para a continuidade dos ensaios de imunogenicidade por 

sugerirem que as proteínas mantêm uma conformação estrutural próxima do seu estado 

nativo, o que promoveria a correta apresentação dos antígenos estudados. 

A caracterização estrutural das partículas prosseguiu por meio de ensaios de 

microscopia eletrônica de transmissão. Baseando-se nos estudos por imunofluorescência – a 

partir dos quais os candidatos vacinais foram marcados ao longo do citoplasma pelo CamVir-

1 - a elétron-microscopia foi conduzida na busca de partículas no citoplasma dos protozoários. 

Nas eletromicrografias, contudo, notamos a presença de estruturas eletrodensas compatíveis 

com o tamanho de VLPs e capsômeros apenas em vesículas citoplasmáticas. Enquanto a 

marcação por imunocitoquímica corroborou para a localização citoplasmática das proteínas 
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baseadas em L1, não é possível afirmar que visualizamos capsômeros ou VLPs devidamente 

marcadas. Eventualmente, ficou evidente a presença dos candidatos vacinais no espaço 

perinuclear de alguns protozoários analisados.  

A interpretação desse conjunto de evidências obtidas por microscopia eletrônica é 

desafiadora e, na nossa compreensão, carece de mais análises. É possível que as várias 

passagens de cultivo realizadas ao longo dos experimentos tenham diminuído 

consideravelmente a expressão dos candidatos vacinais baseados em L1, visto que essa é uma 

importante desvantagem de sistemas epissomais. Se esse for o caso, isso comprometeria 

consideravelmente a formação das partículas para análise via microscopia eletrônica porque a 

concentração da proteína L1 parece ser determinante para tal, como hipotetizado por Biemelt 

et al. (2003). Adicionalmente, embora Thones et al. (2008) e Kim et al. (2012) tenham 

empregado o CamVir-1 com sucesso para detecção de capsômeros e VLPs, este anticorpo 

reconhece um epitopo linear (204-210) na proteína L1 que é exposto nas partículas mas pode 

também ser reconhecido no monômero ainda desmontado, dado seu reconhecimento 

independente de conformação. É possível que esta seja a explicação para os resultados obtidos 

na imunocitoquímica.  

Em conjunto, os dados apresentados neste trabalho demonstram o desenvolvimento de 

duas inovadoras plataformas biotecnológicas para produção de antígenos vacinais contra o 

HPV e BPV. Salientamos o ineditismo das abordagens exploradas: o emprego de um sistema 

genético baseado no promotor constitutivo PPGK1 é atrativo como plataforma de baixo custo 

para produção de antígenos vacinais contra o PV; a utilização de L. tarentolae como 

plataforma vacinal – seja como vetor vacinal ou através de vacinas de subunidades - 

permitiria o desenvolvimento de abordagens de largo espectro contra o HPV. Salientamos a 

falta de qualquer estratégia vacinal contra o BPV e a urgente necessidade de controlar a 

papilomatose animal em um pais que apresenta o maior rebanho bovino do mundo e que cuja 

pecuária movimenta R$ 429 bilhões anualmente (7% do PIB) (SILVA et al., 2016). Dentro de 

suas respectivas potencialidades, acreditamos que tanto a plataforma baseada em P. pastoris 

quanto em L. tarentolae podem contribuir importantemente para o desenvolvimento de 

estratégias vacinais voltadas aos gargalos e necessidades regionais.        

     

 

   



Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em linhagens...   Mariz, F. C.  

103 

 

8. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

 

 No presente trabalho, os resultados apresentados demonstram o desenvolvimento e a 

viabilidade de duas plataformas biotecnológicas baseadas em P. pastoris e L. tarentolae para 

produção de candidatos vacinais do HPV e BPV. Para a plataforma baseada em P. pastoris, a 

otimização realizada no sistema pPGKΔ3-L1H16 – retirada do peptídeo sinal para secreção – 

foi capaz de promover eficientemente a produção intracelular da proteína L1 do HPV16 sob 

controle do promotor constitutivo PGK1, com evidências sugerindo a formação de VLPs no 

citoplasma dos clones analisados. Em paralelo, o sucesso no desenvolvimento de uma 

plataforma baseada em L. tarentolae expressando candidatos vacinais do HPV e BPV 

representa uma inovadora abordagem biotecnológica, sobretudo à luz de uma estratégia de 

largo espectro de proteção contra o câncer cervical e pioneira contra a papilomatose animal. 

Adicionalmente, os dados obtidos neste trabalho demonstram que L. tarentolae é capaz de 

realizar modificações pós-traducionais semelhantes aos padrões descritos em células de 

mamíferos, caracterizando tal sistema como extremamente atrativo para a produção e estudo 

de proteínas de mamíferos. 

 Salientamos, no entanto, que os resultados apresentados demandam análises 

adicionais. Ainda que a proteína L1 constitua um modelo experimental para estudo do sistema 

PGK1 de Pichia, entendemos que a concepção de outros candidatos vacinais para o sistema é 

necessária. Além das quimeras desenvolvidas neste trabalho, exploraremos outros alvos 

baseados em fusões com a proteína L2 para esse propósito (trabalho relativo a um Mestrado 

em andamento). Ainda sob a perspectiva de uma produção em larga escala, o sistema genético 

aqui explorado emprega a marca de seleção baseada no gene de resistência à Zeocina
TM

, um 

antibiótico extremamente caro e tóxico que inviabilizaria o estabelecimento desta plataforma. 

Por isso, estamos atualmente desenvolvendo linhagens de P. pastoris recombinantes mediante 

emprego de um sistema genético com as seguintes modificações: (i) emprego de uma marca 

de seleção auxotrófica para o gene Leu2d; (ii) presença de regiões NTS (nontrancribed 

spacers, regiões não transcritas) de DNA ribossomal para permitir integração de múltiplas 

cópias do cassete de expressão no genoma das leveduras.  

Paralelamente, o fato das linhagens recombinantes de L. tarentolae expressarem 

satisfatoriamente os candidatos vacinais é promissor, mas o emprego de vetores não 

integrativos é inconveniente como já discutido. As futuras análises envolverão os sistemas 
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integrativos apresentados neste trabalho e que permitem a integração estável do cassete de 

expressão no locus BT1 ou no rRNAp de L. tarentolae. Em complementação às 

caracterizações realizadas neste trabalho, novos ensaios são necessários para definir 

acuradamente a formação de capsômeros e VLPs a partir de L. tarentolae. As estratégias para 

produção dos candidatos baseados em E5 de HPV16 também serão projetadas em dois 

sentidos: (i) avaliar a expressão de E5otH16 e E5multi mediante emprego do sistema pSP-

rRNAp-ααNeo; (ii) caso os problemas persistam, redesenho dos candidatos vacinais.  

Por fim, iniciaremos em breve a caracterização da imunogenicidade dos candidatos 

vacinais e linhagens recombinantes a partir de modelo murino, estando estes ensaios já 

aprovados pelo Comitê de Biossegurança do CPqAM/FIOCRUZ-PE e em processo de 

avaliação pelo Comitê de Ética Animal da referida instituição. Salientamos, por último, a 

possibilidade de aplicação desses sistemas para produção de outros candidatos vacinais ou 

proteínas recombinantes de interesse diagnóstico diversos. Nesse ínterim, recentemente nosso 

grupo teve aprovação de financiamento confirmada pela FACEPE (Fundação de Amparo à 

Ciência e Tecnologia de Pernambuco) para aplicação das plataformas descritas neste trabalho 

visando estratégias diagnósticas para o Zika vírus (ZIKV), uma emergência de saúde pública 

atual de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS).   
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APÊNDICE 

 

Sequências de DNA 

 
> GI:27752860 Gene L1 do Papilomavírus Humano 16 
ATGTCTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCTGTCCCAGTATCTAAGGTTGTAAGCACGGAT

GAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCATGCAGGGACATCCAGACTACTTGCAGTTGGACATCCCTATTTT

CCTATTAAAAAACCTAACAATAACAAAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAATACAGGGTATTTAGAATA

CATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATACACAGCGGCTGGTTTGG

GCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGCCGTGGTCAGCCATTAGGTGTGGGCATTAGTGGCCATCCTTTATTAAATAAA

TTGGATGACACAGAAAATGCTAGTGCTTATGCAGCAAATGCAGGTGTGGATAATAGAGAATGTATATCTATGGAT

TACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGT

ACCAATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTATTCAGGATGGTGATATG

GTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAGTTCCACTGGATATTTGT

ACATCTATTTGCAAATATCCAGATTATATTAAAATGGTGTCAGAACCATATGGCGACAGCTTATTTTTTTATTTA

CGGAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAAATGTACCAGACGATTTA

TACATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACACCTAGTGGTTCTATGGTT

ACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACAATAATGGCATTTGTTGG

GGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACT

TCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAGTTTATT

TTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGAATTCCACTATTTTGGAG 

GACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGATACTTATAGGTTTGTAACATCCCAGGCA

ATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCTAAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACACTTTTTGGGAAGTAAAT

TTAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTACTACAAGCAGGATTGAAG

GCCAAACCAAAATTTACATTAGGAAAACGAAAAGCTACACCCACCACCTCATCTACCTCTACAACTGCTAAACGC

AAAAAACGTAAGCTGTAA 

 

 
> L1wt 
GCGATATCTCTAGAGCCATGTCTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCTGTCCCAGTATCTA

AGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCATGCAGGGACATCCAGACTACTTGCAG

TTGGACATCCCTATTTTCCTATTAAAAAACCTAACAATAACAAAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAAT

ACAGGGTATTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATA

CACAGCGGCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGCCGTGGTCAGCCATTAGGTGTGGGCATTAGTGGCC

ATCCTTTATTAAATAAATTGGATGACACAGAAAATGCTAGTGCTTATGCAGCAAATGCAGGTGTGGATAATAGAG

AATGTATATCTATGGATTACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGG

GCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTA

TTCAGGATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAG

TTCCACTGGATATTTGTACATCTATTTGCAAATATCCAGATTATATTAAAATGGTGTCAGAACCATATGGCGACA

GCTTATTTTTTTATTTACGGAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAA

ATGTACCAGACGATTTATACATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACAC

CTAGTGGTTCTATGGTTACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACA

ATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTAT

GTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAAT

ATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGA

ATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGATACTTATAGGT

TTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCTAAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACA

CTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTAC

TACAAGCAGGATTGAAGGCCAAACCAAAATTTACATTAGGAAAACGAAAAGCTACACCCACCACCTCATCTACCT

CTACAACTGCTAAACGCAAAAAACGTAAGCTGTAAAAGCTTGGG 
 

 
> L1wt(-h4)_L2(56-75) 
GCGATATCTCTAGAGCCATGTCTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCTGTCCCAGTATCTA

AGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCATGCAGGGACATCCAGACTACTTGCAG

TTGGACATCCCTATTTTCCTATTAAAAAACCTAACAATAACAAAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAAT

ACAGGGTATTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATA
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CACAGCGGCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGCCGTGGTCAGCCATTAGGTGTGGGCATTAGTGGCC

ATCCTTTATTAAATAAATTGGATGACACAGAAAATGCTAGTGCTTATGCAGCAAATGCAGGTGTGGATAATAGAG

AATGTATATCTATGGATTACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGG

GCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTA

TTCAGGATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAG

TTCCACTGGATATTTGTACATCTATTTGCAAATATCCAGATTATATTAAAATGGTGTCAGAACCATATGGCGACA

GCTTATTTTTTTATTTACGGAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAA

ATGTACCAGACGATTTATACATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACAC

CTAGTGGTTCTATGGTTACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACA

ATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTAT

GTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAAT

ATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGA

ATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACAGGCGGCCTGGGCATCGGCA

CGGGCAGCGGCACGGGCGGCCGCACGGGCTACATCCCGCTGCCCCTTAAAAAATACACTTTTTGGGAAGTAAATT

TAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTACTACAAGCAGGATTGAAGG

CCAAACCAAAATTTACATTAGGAAAACGAAAAGCTACACCCACCACCTCATCTACCTCTACAACTGCTAAACGCA

AAAAACGTAAGCTGTAAAAGCTTGGG 

 
 

> L1wt(-h4)_E5m 
GCGATATCTCTAGAGCCATGTCTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCTGTCCCAGTATCTA

AGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCATGCAGGGACATCCAGACTACTTGCAG

TTGGACATCCCTATTTTCCTATTAAAAAACCTAACAATAACAAAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAAT

ACAGGGTATTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATA

CACAGCGGCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGCCGTGGTCAGCCATTAGGTGTGGGCATTAGTGGCC

ATCCTTTATTAAATAAATTGGATGACACAGAAAATGCTAGTGCTTATGCAGCAAATGCAGGTGTGGATAATAGAG

AATGTATATCTATGGATTACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGG

GCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTA

TTCAGGATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAG

TTCCACTGGATATTTGTACATCTATTTGCAAATATCCAGATTATATTAAAATGGTGTCAGAACCATATGGCGACA

GCTTATTTTTTTATTTACGGAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAA

ATGTACCAGACGATTTATACATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACAC

CTAGTGGTTCTATGGTTACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACA

ATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTAT

GTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAAT

ATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGA

ATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACAGCGGCGTACGTGTGCCTGC

TGATCCGCCCGCTGCTGGCGGCGTACTACATCATCTTCGTGTACATCCCGCTGCCCCTTAAAAAATACACTTTTT

GGGAAGTAAATTTAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTACTACAAG

CAGGATTGAAGGCCAAACCAAAATTTACATTAGGAAAACGAAAAGCTACACCCACCACCTCATCTACCTCTACAA

CTGCTAAACGCAAAAAACGTAAGCTGTAAAAGCTTGGG 

 
 

> L1wt(-34)_E5m 
GCGATATCTCTAGAGCCATGTCTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCTGTCCCAGTATCTA

AGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCATGCAGGGACATCCAGACTACTTGCAG

TTGGACATCCCTATTTTCCTATTAAAAAACCTAACAATAACAAAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAAT

ACAGGGTATTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATA

CACAGCGGCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGCCGTGGTCAGCCATTAGGTGTGGGCATTAGTGGCC

ATCCTTTATTAAATAAATTGGATGACACAGAAAATGCTAGTGCTTATGCAGCAAATGCAGGTGTGGATAATAGAG

AATGTATATCTATGGATTACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGG

GCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTA

TTCAGGATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAG

TTCCACTGGATATTTGTACATCTATTTGCAAATATCCAGATTATATTAAAATGGTGTCAGAACCATATGGCGACA

GCTTATTTTTTTATTTACGGAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAA

ATGTACCAGACGATTTATACATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACAC

CTAGTGGTTCTATGGTTACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACA

ATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTAT
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GTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAAT

ATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGA

ATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGATACTTATAGGT

TTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCTAAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACA

CTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTAC

TACAAGCGGCGTACGTGTGCCTGCTGATCCGCCCGCTGCTGGCGGCGTACTACATCATCTTCGTGTACATCCCGC

TGTAAAAGCTTGGG 

 
 

>GI:333031 Gene L2 do Papilomavírus Humano 16 
ATGCGACACAAACGTTCTGCAAAACGCACAAAACGTGCATCGGCTACCCAACTTTATAAAACATGCAAACAGGCA

GGTACATGTCCACCTGACATTATACCTAAGGTTGAAGGCAAAACTATTGCTGAACAAATATTACAATATGGAAGT

ATGGGTGTATTTTTTGGTGGGTTAGGAATTGGAACAGGGTCGGGTACAGGCGGACGCACTGGGTATATTCCATTG

GGAACAAGGCCTCCCACAGCTACAGATACACTTGCTCCTGTAAGACCCCCTTTAACAGTAGATCCTGTGGGCCCT

TCTGATCCTTCTATAGTTTCTTTAGTGGAAGAAACTAGTTTTATTGATGCTGGTGCACCAACATCTGTACCTTCC

ATTCCCCCAGATGTATCAGGATTTAGTATTACTACTTCAACTGATACCACACCTGCTATATTAGATATTAATAAT

ACTGTTACTACTGTTACTACACATAATAATCCCACTTTCACTGACCCATCTGTATTGCAGCCTCCAACACCTGCA

GAAACTGGAGGGCATTTTACACTTTCATCATCCACTATTAGTACACATAATTATGAAGAAATTCCTATGGATACA

TTTATTGTTAGCACAAACCCTAACACAGTAACTAGTAGCACACCCATACCAGGGTCTCGCCCAGTGGCACGCCTA

GGATTATATAGTCGCACAACACAACAGGTTAAAGTTGTAGACCCTGCTTTTGTAACCACTCCCACTAAACTTATT

ACATATGATAATCCTGCATATGAAGGTATAGATGTGGATAATACATTATATTTTTCTAGTAATGATAATAGTATT

AATATAGCTCCAGATCCTGACTTTTTGGATATAGTTGCTTTACATAGGCCAGCATTAACCTCTAGGCGTACTGGC

ATTAGGTACAGTAGAATTGGTAATAAACAAACACTACGTACTCGTAGTGGAAAATCTATAGGTGCTAAGGTACAT

TATTATTATGATTTAAGTACTATTGATCCTGCAGAAGAAATAGAATTACAAACTATAACACCTTCTACATATACT

ACCACTTCACATGCAGCCTCACCTACTTCTATTAATAATGGATTATATGATATTTATGCAGATGACTTTATTACA

GATACTTCTACAACCCCGGTACCATCTGTACCCTCTACATCTTTATCAGGTTATATTCCTGCAAATACAACAATT

CCTTTTGGTGGTGCATACAATATTCCTTTAGTATCAGGTCCTGATATACCCATTAATATAACTGACCAAGCTCCT

TCATTAATTCCTATAGTTCCAGGGTCTCCACAATATACAATTATTGCTGATGCAGGTGACTTTTATTTACATCCT

AGTTATTACATGTTACGAAAACGACGTAAACGTTTACCATATTTTTTTTCAGATGTCTCTTTGGCTGCCTAG 

 
 

>L2wt 
CGGGATCCGCCATGGGCCACCACCACCACCACCACCACCACGGCCGACACAAACGTTCTGCAAAACGCACAAAAC

GTGCATCGGCTACCCAACTTTATAAAACATGCAAACAGGCAGGTACATGTCCACCTGACATTATACCTAAGGTTG

AAGGCAAAACTATTGCTGAACAAATATTACAATATGGAAGTATGGGTGTATTTTTTGGTGGGTTAGGAATTGGAA

CAGGGTCGGGTACAGGCGGACGCACTGGGTATATTCCATTGGGAACAAGGCCTCCCACAGCTACAGATACACTTG

CTCCTGTAAGACCCCCTTTAACAGTAGATCCTGTGGGCCCTTCTGATCCTTCTATAGTTTCTTTAGTGGAAGAAA

CTAGTTTTATTGATGCTGGTGCACCAACATCTGTACCTTCCATTCCCCCAGATGTATCAGGATTTAGTATTACTA

CTTCAACTGATACCACACCTGCTATATTAGATATTAATAATACTGTTACTACTGTTACTACACATAATAATCCCA

CTTTCACTGACCCATCTGTATTGCAGCCTCCAACACCTGCAGAAACTGGAGGGCATTTTACACTTTCATCATCCA

CTATTAGTACACATAATTATGAAGAAATTCCTATGGATACATTTATTGTTAGCACAAACCCTAACACAGTAACTA

GTAGCACACCCATACCAGGGTCTCGCCCAGTGGCACGCCTAGGATTATATAGTCGCACAACACAACAGGTTAAAG

TTGTAGACCCTGCTTTTGTAACCACTCCCACTAAACTTATTACATATGATAATCCTGCATATGAAGGTATAGATG

TGGATAATACATTATATTTTTCTAGTAATGATAATAGTATTAATATAGCTCCAGATCCTGACTTTTTGGATATAG

TTGCTTTACATAGGCCAGCATTAACCTCTAGGCGTACTGGCATTAGGTACAGTAGAATTGGTAATAAACAAACAC

TACGTACTCGTAGTGGAAAATCTATAGGTGCTAAGGTACATTATTATTATGATTTAAGTACTATTGATCCTGCAG

AAGAAATAGAATTACAAACTATAACACCTTCTACATATACTACCACTTCACATGCAGCCTCACCTACTTCTATTA

ATAATGGATTATATGATATTTATGCAGATGACTTTATTACAGATACTTCTACAACCCCGGTACCATCTGTACCCT

CTACATCTTTATCAGGTTATATTCCTGCAAATACAACAATTCCTTTTGGTGGTGCATACAATATTCCTTTAGTAT

CAGGTCCTGATATACCCATTAATATAACTGACCAAGCTCCTTCATTAATTCCTATAGTTCCAGGGTCTCCACAAT

ATACAATTATTGCTGATGCAGGTGACTTTTATTTACATCCTAGTTATTACATGTTACGAAAACGACGTAAACGTT

TACCATATTTTTTTTCAGATGTCTCTTTGGCTGCCAAGCTTGGG 
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>E5B1 

GCGGATCCGCCATGGGCGACACGTACCGCTACATCGGCGGCCCCAACCTGTGGTTCCTCCTGTTCCTGGGACTCG

TCGCCGCTATGGGCCTCCTCCTCCTGCTGTTCCTGCTGCTGTTCTTCCTGGTGTACTGGGACCACTTTGAGTGTA

GCTGCACCGGCCTGCCTTTCAAGCTT 

 

 
>E5otH16  

GCGGATCCGCCATGGGCGACACGTACCGCTACATCGGCGGCTACTGCATTCACAATATAACCGGTGTCCTGTTCG

CACTGCTCTGCGTGCTCCTCTGCGTTTGTCTGCTGATACGGCCTCTCCTGCTGTCAGTGTCTACTTACACAAGTC

TCATTATCCTGGTGCTGCTGCTGTGGATCACAGCAGCCTCCGCCTTTAGATGTTTTATCGTTTATATCATTTTCG

TGTATATACCACTGTTTCTGATCCATACCCATGCAAGATTCCTGATCACAAAGCTT 

 

 
> E5multi 

GCGGATCCGCCATGGGCGACACGTACCGCTACATCGGCGGCTGTGTGCTGCTGTGCGTGTGTCTCCTCATTCGCC

CCCTCCTGCTGAGTGTGTCTACTTGCGTGCTGCTGTGTGTGTGCCTGCTGATCCGCCCCCTGCTCCTGTCCGTGA

GTACACGCTGCTTCATCGTGTACATCATTTTCGTTTATATCCCTCTGTTCCTGATCCACACACGCTGTTTCATTG

TGTATATAATCTTCGTGTACATCCCACTGTTTCTGATCCATACCAAGCTT 
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Validação global dos modelos gerados.  

Valores que atingiram os critérios ideais estão marcados em verde; próximo aos valores 

ideais, em amarelo; fora dos valores ideais, em vermelho.  
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Manuscrito publicado como primeiro autor: 
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Abstract 

While expressing the Human Papillomavirus 16 (HPV16) L2 protein in Leishmania 

tarentolae, we found a post-translation modification by small ubiquitin-like modifier (SUMO) 

occurring in this system. Our data indicated: (i) L. tarentolae-expressed L2 protein is 

SUMOylated as described in mammalian cells; (ii) the identification of putative L. tarentolae 

SUMO protein and enzymes (E1b and E2); L2-SUMOylated protein accumulated inside the 

nucleus, where SUMO-related components are presumably located. This is the first report 

confirming the occurrence of SUMOylation in Leishmania species, highlighting the relevance 

of L. tarentolae as a heterologous expression system for production of proteins that require 

mammalian-like post-translational modifications.  
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Introduction 

The flagellated protozoan Leishmania tarentolae is a non-pathogenic parasite of 

lizards from Gecko species (Gekkonidae) belonging to the Order Kinetoplastida, family 

Trypanosomatidae (RAYMOND et al., 2012). Initially isolated from the Moorish Wall 

Gecko, Tarentolae mauritanica, L. tarentolae was established in axenic culture many years 

ago and has been extensively used for molecular biology and biochemical studies as a non-

pathogenic trypanosomatid model organism (PAPADOPOULOU; ROY; OUELLETTE, 

1992; AZIZI et al., 2009). More recently, L. tarentolae has been explored as an attractive 

eukaryotic expression system for recombinant proteins (NIIMI, 2012). Since this parasite is 

well described as non-pathogenic to mammals (AZIZI et al., 2009; RAYMOND et al., 2012) 

and fully approved for use in biosafety level 1 laboratories, different reports have also 

investigated the use of L. tarentolae as a live vector vaccine against human (BRETON et al., 

2007) and animal diseases (SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI, 2014). 

Papilloma viruses are well-recognized as causal agents of human and animal cancers 

(IARC WORKING GROUP, 2005). Persistent infection by HPV (Human Papillomavirus) is 

the major risk factor for the development of cervical intraepithelial neoplasia of all grades and 

is associated to 5% of all human cancers (DE MARTEL et al., 2012). The most promising 

approach for a large spectrum HPV vaccine explores the immunization with the minor capsid 

protein L2. In contrast to the current vaccines, which are based on Virus-Like Particles 

(VLPs) derived from the major capsid protein L1, the L2-based immunogens can induce 

cross-neutralizing antibodies against a broad range of HPV genotypes. However, the titers of 

neutralizing antibodies induced by L2 are much lower than those achieved by L1 VLP 

vaccination (RODEN et al., 2000). Seeking the establishment of a pan-HPV vaccine, some 

reports have highlighted the potential of using live vector vaccines to circumvent the low L2 

immunogenicity (YOON et al., 2012). 
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Materials and Methods  

 

Cell culture, transfections and expression analysis 

Promastigotes of L. tarentolae (Parrot-TarII strain) were grown up to the late-log 

phase in SDM-79 medium supplemented with 5 µg/ml hemin and 5% heat-inactivated fetal 

calf serum (FCS) (Multicell, Wisent Inc.) as described previously (RAYMOND et al., 2012). 

Stable transfections were done by electroporation as described previously 

(PAPADOPOULOU; ROY; OUELLETTE, 1992). L. tarentolae transfectants were selected 

as described elsewhere (PAPADOPOULOU; ROY; OUELLETTE, 1992) in the presence of 

hygromycin and/or neomycin phosphotransferase genes. Total protein extracts were obtained 

by pelleting 10
7
 logarithmic grown cells, washed and resuspended into 2x Laemmli Sample 

Buffer and boiled before loading onto gel for blotting as described previously (RAYMOND et 

al., 2012). The anti-mouse alpha-tubulin antibody (Sigma), the anti-mouse HA tag 

monoclonal antibody (ABM, Inc.) and the anti-L2 monoclonal antibodies (SCB, Inc.) were 

used for hybridization during Western blotting. 

 

Localization studies 

For immunolocalization studies, 10
7
 mid-log-phase promastigotes cells were properly 

harvested, washed with PBS and fixed with 3% paraformaldehyde. Parasite cells were then 

permeabilized with 0.1% NP-40 and labeled with anti-L2 as a first antibody followed by an 

Alexia 488-conjugated secondary antibody. DNA was stained using DAPI (Molecular 

Probes), and cells were visualized using a Leica SPII-AOBS confocal microscope. 

 

Results and Discussion 

To design a recombinant L. tarentolae vector vaccine expressing the L2 protein, the 

gene encoding the full length HPV16 L2 (GI:333031) was cloned into a transfection vector 

(pSP-YHYG-αIR) previously known to mediate efficient ectopic expression in Leishmania 

(MANDAL et al., 2015). The cloned gene included sequences encoding an N-terminal 

polyhistidine tag (8xHis) and a C-terminal HA (Human influenza hemagglutinin) epitope 

(Fig. 1A). The resulting recombinant plasmid was transfected on its own or alongside a pSP-

BT1 (PADMANABHAN et al., 2012) derived plasmid containing the L1 coding sequence, 

allowing for the co-expression of both the L2 and L1 proteins, but with only L2 having the 
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polyhistidine and HA tags. L. tarentolae strain was episomaly transfected and properly 

selected, and the transfectants were then expanded to harvesting and preparation cell lysate. 

These were then tested through Western blotting for the expression of L2. The expected ~70 

kDa L2 band was indeed observed in blots from L. tarentolae cells co-transfected with the 

two plasmids encoding both L1 and L2 and tested with an anti-HA monoclonal antibody. 

Surprisingly, however, a ~97 kDa band was clearly detected as well. Neither the ~70 kDa nor 

the ~97 kDa band was seen in lysates from control non-transfected cells, proving that both are 

plasmid encoded (Fig. 1B). These two bands were also observed in cells transfected with the 

plasmid encoding the L2 gene alone (data not shown), ruling out any possibility that the ~97 

kDa might be related to the co-expression of L1 and L2. The identity of the ~97 kDa band 

was further confirmed through blots using both anti-His and anti-L2 monoclonal antibodies 

(Fig. 1B and 1C). Simultaneous co-expression of L1 was validated using a monoclonal anti-

L1 antibody (CamVir), which confirmed that L1 is represented by a single ~55 kDa band of 

the expected size (Fig. 1C). As can be seen in the figure, the expression of the two L2 derived 

bands varies between different transfection experiments, but the ~97 kDa is generally found 

as the more abundant of the two and can, in some instances, be the sole detectable L2 derived 

band, as observed in the blot using the anti-His or anti-L2 antibodies. 
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Figure 15. Expression analysis of the HPV16 L2 protein in transfected Leishmania tarentolae cells. (A) 

Schematic representation of the pSP-YHYG-αIR-L2 expression cassette, showing the two primers used for 

amplification of the L2 gene and relevant restriction sites, Kozak sequence, tags and SCM position. (B and C) 

Whole cell lysate from 10
7
 promastigote cells were resolved on 12.5% SDS-PAGE, transferred to PVDF 

membrane and probed with different antibodies. In (B) the presence of two L2 isoforms in whole lysate from L. 

tarentolae cells transfected with plasmids encoding the L1 and L2 proteins is shown (left panel). The expected 

~70 kDa protein and a slower-migrating protein, with an estimated molecular weight of ~97 kDa, were clearly 

detected by a monoclonal anti-HA antibody. Using a distinct set of transfected cells and a monoclonal anti-His 

antibody, the detection of the ~97 kDa was confirmed as the more abundant L2 isoform (right panel). Specificity 

of detection in both blots was evidenced by the absence of any similar protein in the L. tarentolae wild-type 

lysate. In (C) the expression of both L2 and the HPV major capsid protein L1 was also confirmed using 

monoclonal antibodies directed against the two HPV proteins. The anti-L2 antibody (left panel) detected the ~97 

kDa efficiently (black arrow) but it also cross-reacted with a slightly larger protein which is also present in the L. 

tarentolae wild type. The co-expression of the L1 is shown on the right panel. (D) Confirmation of L2 

SUMOylation was achieved by probing the L. tarentolae whole lysate with a polyclonal serum directed against 

TcSUMO. Among several other proteins detected in lysates from both wild type and transfected cells, a 97 kDa 

protein is observed only in the transfectants (a putative SUMOylated E1b enzyme is also indicated). Blotting of 

the same samples run on a 20% SDS-PAGE, allowed the detection by the same serum of further bands whose 

size are compatible with the predicted molecular weights for the putative SUMO protein and SUMO E2 

conjugating enzyme from L. tarentolae. 

 

 

Distinct interacting motifs for members of the small ubiquitin-like modifier (SUMO) 

family of proteins were recently characterized within the L2 sequence. When expressed in 

mammalian systems, L2 is modified by a single post-translational modification known as 

SUMOylation and displays a slow-migrating pattern associated with shifts in size similar to 

that observed in Fig. 1 (MARUSIC et al., 2010). SUMO proteins are conserved and 
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ubiquitously expressed in eukaryotes, but are absent in prokaryotes and archaea. 

SUMOylation takes place through a conjugation pathway involving a three-step enzymatic 

cascade, similarly to the ubiquitylation pathway (GAREAU; LIMA, 2011). Briefly, SUMO is 

initially synthesized as an active precursor that must be cleaved by specific proteases 

(Ulp/SENP enzymes) in order to expose a C-terminal di-glycine motif, which is necessary for 

conjugation. Once matured, SUMO is activated by a SUMO specific E1 activating enzyme, a 

heterodimer of E1a/E1b, in an ATP dependent reaction. A single E2 conjugating enzyme, 

named Ubc9, is then responsible for the transfer of SUMO to the target protein (substrate) 

after its recognition of a SUMOylation consensus motif in the target protein. Although SUMO 

E2 enzymes can directly interact with SUMO substrates, in opposition to ubiquitin-specific 

E2 enzymes which require E3 ligases in order to recognize their substrate, the conjugation 

process can be assisted by SUMO E3 ligases (GAREAU; LIMA, 2011; IRIBARREN et al., 

2015).  

Post-translational modification by SUMO regulates diverse cellular processes such as 

transcription, replication, chromosome segregation and DNA repair. Protein modification by 

SUMO can induce changes in enzyme activity, interfere with protein-protein interactions or 

even induce changes in protein intracellular localization (GAREAU; LIMA, 2011). In 

mammalian cells, SUMOylation of L2 has also been shown to interfere with L2 stability and 

with its ability to interact with cellular targets and has been demonstrated to occur in specific 

bodies within the nuclei of host cells (MARUSIC et al., 2010; BUND et al., 2014). Similarly, 

SUMOylation in Trypanosoma cruzi has been successfully demonstrated to occur 

predominantly at the parasite nucleus (BAYONA et al., 2011). As in other organisms such as 

some invertebrates and yeasts (GAREAU; LIMA, 2011), a single SUMO gene has been 

identified in these parasites but so far only four trypanosomatid proteins have been 

demonstrated to be SUMOylated. Although the existence of a SUMO machinery has been 

experimentally confirmed for some trypanosomatids, such as Trypanosoma brucei (KLEIN; 

DROLL; CLAYTON, 2013; IRIBARREN et al., 2015) and Trypanosoma cruzi (BAYONA et 

al., 2011), there is no report so far regarding the occurrence of SUMOylation in Leishmania 

species. 

When searching for the components of the SUMO pathway in trypanosomatids 

through BLAST surveys, a L. tarentolae putative SUMO protein was identified 

(LtaP08.0450) sharing 87% and 63% identities with orthologs from T. cruzi (TcSUMO) 
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(BAYONA et al., 2011) and T. brucei (TbSUMO) (IRIBARREN et al., 2015), respectively. 

Thus, we employed an anti-TcSUMO rabbit polyclonal antibody (IRIBARREN et al., 2015) 

in order to confirm the modification of L2 protein by SUMOylation in L. tarentolae 

transfectants. Indeed, Western blotting analysis demonstrated the detection of the ~97 kDa L2 

band in the whole lysate from L. tarentolae recombinant cells, but not in the wild type 

parental strain (Fig. 1D). Moreover, several proteins were also detected by the anti-TcSUMO 

antibody in whole lysates from both wild type and recombinant cells, in a pattern resembling 

that observed from T. cruzi using the same antibody. We speculate that some of those proteins 

are related to the L. tarentolae putative SUMO conjugating enzyme E2 (LtaP02.0320, 24 

kDa) properly attached to SUMO, as well as the SUMO protein itself (LtSUMO, 12 kDa) 

(Fig. 1D). Another protein is probably related to the putative L. tarentolae SUMO activating 

enzyme E1 (LtaP08.0220, 114 kDa) which shares 61% identity with the putative T. cruzi E1b 

subunit (94 kDa). Intriguingly, we observed a 114 kDa protein which is in agreement with the 

migration pattern of a recently reported T. brucei E1b properly SUMOylated (YE et al., 

2015), but does not match the predicted molecular weight for a SUMOylated version of the 

putative L. tarentolae E1 conjugating enzyme.  

Here, we also aimed to investigate the subcellular localization of L2 protein in L. 

tarentolae, considering that SUMOylation has been described to occur in the nucleus of T. 

cruzi (BAYONA et al., 2011). Although the L2 protein displayed a predominantly 

cytoplasmic localization when probed with anti-L2 antibodies through immunofluorescence, 

an interesting concentration of L2 within the nucleus of recombinant parasites was observed. 

These findings are consistent with the localization of both mammalian-derived L2 protein and 

SUMOylated components in T. cruzi (BUND et al., 2014) (Fig. 2).  
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Figure 16. Subcellular localization of HPV16 L2 protein in L. tarentolae recombinant strain. Indirect 

immunofluorescence assays were carried out with mid-log-phase promastigotes (5 x 10
6
 cells) using anti-L2 and 

Alexia 488-conjugated secondary antibody, according to standard procedures. Following DNA staining with 

DAPI, the analysis of recombinant parasites using a Leica SPII-AOBS confocal microscopy demonstrated a 

cytoplasmic dispersion of L2 protein as well as a marked concentration of this HPV capsid protein in the 

nucleus. Specificity of detection was evaluated by employing the anti-L2 antibody against L. tarentolae wild 

type cells, from which no recognition was observed. 

 

 

It has recently been demonstrated that SUMOylation plays a role in different 

mechanisms of cellular regulation in T. brucei such as the control of both replicative life-cycle 

stages (OBADO et al., 2011), ribosomes biogenesis, mitochondrial constituents, translation 

initiation (BAYONA et al., 2011) and the antigenic variation of the parasite surface 

glycoproteins, relevant for evasion of the host immune response (LÓPEZ-FARFÁN et al., 

2014). Taken together, the findings presented here demonstrate the first evidence of a post-

translational modification through SUMOylation in Leishmania species. Subsequent 

investigations are required, however, in order to fully understand the relevance of 

SUMOylation pathways in other closely related Leishmania species, specifically those 

responsible for many relevant human diseases. Furthermore, the mammalian-like 

SUMOylation pattern observed for the HPV16 L2 expressed in L. tarentolae highlights the 

attractiveness of this host as an alternative expression system for mammalian proteins.  
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Abstract 

It is well accepted that a second-generation Human papillomavirus (HPV) vaccine is needed to 

circumvent the limitations related to the current licensed ones. In this sense, developing newly approaches that 

increases the spectrum of protection and decreases the production cost are key points for establishing a HPV 

vaccine widely spread. This scenario will not be achieved unless the current vaccine platforms (based on yeast 

and insect cells) or antigen compositions (L1 major capsid protein assembled into virus-like particles, VLPs) are 

modified. In this work, we investigate the use of Leishmania tarentolae (L. tar) for production of: (i) L1 

chimeric capsomeres displaying a L2 cross-protective epitope or a combination of two different therapeutic 

epitopes of E5 protein (E5m); (ii) L1 and L1-L2 VLPs; (iii) L1 chimeric VLPs displaying E5m epitopes. 

Detection of L1-based proteins and full-length L2 protein was confirmed in L. tar promastigote cells using 

monoclonal antibodies by western-blotting and indirect immunofluorescence. L. tar-derived cVLPs and 

capsomeres were structurally characterized by equilibrium density sedimentation on sucrose gradient and by 

affinity chromatography with heparin-sepharose columns. Transmission electronic microscopy confirmed cVLPs 

and capsomeres assembling both in total protein extract as well as within parasites cells. Taken together, this 

preliminary data highlights L. tar as an affordable recombinant system for producing subunit vaccines against 

HPV. Further steps will include vaccination of mice with the L. tar recombinant strains designed in this study for 

evaluation of immune response against L. tar-based vaccine vector. 

 

Keywords: HPV16, L. tarentolae, VLPs, capsomeres, vaccine 
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ABSTRACT 

 

Persistent infection involving oncogenic Human Papillomavirus (HPV) types, is the most common 

sexually transmissible disease and is associated with 5% of all cancers in people of both sexes. 

Although efficient, the currently licensed anti-HPV vaccines do not have therapeutic potential to treat 

established lesions. Other immunizing approaches directed to the E6 and E7 viral oncoproteins, have 

been tested with varying degrees of success to stimulate immune responses to the regression of pre-

malignant and malignant lesions. On the other hand, the current therapeutic treatment is not virus-

specific and consists of the physical removal of the lesions or the induction of inflammatory responses 

to cause the regression of established lesions. Hence, recently attempts have been made to identify and 

characterize the potential molecular antagonists against the viral proteins and their respective cellular 

targets. The use of lead compounds, which can disturb the viral replication, as well as the inhibitors of 

the viral carcinogenesis, have proved to be an attractive approach due to their high affinity and 

specificity. However, these studies are still in their early stages and it is unlikely that new anti-HPV 

chemotherapeutic agents can be developed for clinics in the next 10-20 years. 

 

Keywords: Cervical cancer, HPV, therapies 
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INTRODUCTION 

 

It is estimated that 5% of all human cancers are caused by HPV infection [1]. Together with cervical 
intraepithelial lesions of all grades and warts, this scenario represents a huge burden to the health 
services [2]. 

Since 2008, two prophylactic vaccines have been licensed to provide protection against HPV. Both 
have high efficacy against HPV-16 and -18 [3, 4], which are the most common viral types linked to 
cervical cancer [5], and have the potential to prevent 70% of carcinomas and 90% of genital warts in 
the next 10-20 years [6]. 

However, the estimated impact of these vaccines may be compromised due their high costs which 
prevent them from being available in developing countries, where more than 80% of deaths result 
from HPV infection [5]. In other words, a large section of the unvaccinated public will still be affected 
by HPV-related diseases and, thus high priority must be given to producing virus-specific therapies. 

The objective of the treatment against HPV clinical infection is the removal of the clinically-visible 
disease through the destruction of condyloma by physical removal or by the induction of 
inflammatory responses [2]. Since these alternatives are not virus-specific, these therapeutic 
approaches have had varying degrees of success [7]. Hence, a great effort has been made to identify 
and characterize molecules that might be antagonistic to HPV proteins and their cellular targets so 
that anti-HPV drugs can be produced. However, these studies are still at an early stage and it is 
unlikely that a chemotherapeutic agent against cervical cancer be developed for clinical use in the 
next 10-20 years [2]. 

 

 

THE TREATMENT OF HPV-RELATED LESIONS:  

WHAT MAKES IT DIFFICULT? 

 

The Infectious Cycle X the Host Immunity against HPV 

 

Although the suggestion that HPV plays a role in cervical carcinogenesis was first proposed three 
decades ago [8], there has been slow progress in the development of effective anti-HPV therapies, 
largely due to the difficulty of conducting studies into the biology and pathogenesis of HPV, which 
possess a unique and complex replication cycle [2]. 

HPV has access to the basal keratinocytes of the stratified squamous epithelium through micro-
lesions and/or micro-abrasions. The small viral genome - 8 kb double-stranded DNA - has 8 ORFs 
(open-reading frames), six of which encode non-structural and early proteins (E1, E2, E4, E5, E6 and 
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E7), while the other two remaining ORFs encode structural or late proteins (L1 and L2) [9]. The gene 
expression pattern of the virus depends on epithelial differentiation and occurs through a complex 
network of events involving splicing sites within the virus genome [10]. 

There are no easily handled animal models for HPV infection and the experimental reproduction of 
the viral life-cycle can only be achieved by in vivo culture systems, which are technically demanding, 
extremely complex and only capable of producing small amounts of infectious viral particles [11]. 

As a result of a number of sequential stages, the first sign of cervical carcinogenesis is the HPV 
infection, but its progress mainly depends on the persistence of this infection [12]. In this context, 
despite the immunity of the female genital tract, HPV is highly adapted to its host, which allows the 
persistence of infection. Although they are entirely intraepithelial, HPV infections occur in 
"privileged" sites in which the number of antigen-presenting cells (APCs), which are basically 
Langerhans cells (LC), is significantly reduced [13, 14]. In addition, the intraepithelial non-lytic cycle is 
able to prevent the stimulation of molecular signals which are essential for the immune response, 
such as those that lead to the production of pro-inflammatory cytokines that result in the migration 
of APCs [15, 16]. 

Apart from causing the transformation of infected cells, viral oncoproteins also assist viral evasion of 
the immune system. The combined action of E5 and E6 proteins has a significant effect on the 
recognition of infected cells by the immune cells, either by inhibiting contact between infected and 
immune cells [17], down-regulating MHC/HLA-I [18-23], or preventing an appropriate molecular 
signaling being employed for the immune system, such as the inhibition of cytokine expression [24, 
16, 21]. 

Another complication of HPV infection is viral latency. This phenomenon is characterized by an 
infection that is restricted to the basal keratinocytes because the viral genome is maintained in 
episomal form which significantly lowers the expression of the viral proteins [25]. Latent infection is 
kept under control by a responsive immunological memory [26], but does not necessarily result in 
viral clearance [27]. These lesions are unlikely to recur in immunocompetent individuals, but possible 
factors suppressing the immune system can allow viral reactivation and lesion formation [25, 28]. 

A correct understanding of this scenario is of great importance for the development of therapeutic 
strategies against HPV-induced lesions. As a means of bypassing the viral evasion mechanisms and 
activating effective responses, the most promising approaches to immunization have explored 
different ways of effectively introducing viral oncoprotein- based antigens to the immune system. 
However, as these strategies are still in the early stages of being tested, the current therapeutic 
options consist of ablative therapies or are based on cytotoxic agents, as will be shown in the 
following sections. 
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CURRENT THERAPEUTIC ALTERNATIVES  

 

Why to Treat, When to Treat and How to Treat? 

 

The vast majority of individuals are able to react against HPV and eliminate viral infection. However, 
there are a few infected individuals that cannot combat the virus; some of them develop clinical 
lesions and will be further submitted to the treatment that is currently available; others will remain 
infected although without HPV-related diseases [29, 30]. Since there is no virus-specific therapy for 
HPV, the treatment against human papillomatosis is based on an attempt to eliminate lesions which 
might lead to cancer in association with the stimulus of the immune response in order to resolve the 
viral infection. Furthermore, as they represent a sexually transmissible disease, the elimination of 
HPV-related lesions is a means of preventing viral dissemination. It is up to the doctor to assess the 
need for treatment and which therapeutic option is most suitable, in the light of the following 
factors: confirmation of virus presence, the type of infecting virus (whether low or high risk), 
characteristics of the lesions (whether localized or disseminated), the type of infection (clinical, 
subclinical or latent) [31]. 

When deciding on the most appropriate treatment the following factors should be taken into 
account [31]: 

 

1. A molecular biology diagnosis carried out through a genital swab. This kind of diagnosis can 

reveal the presence of viral DNA although it does not specify the existence and/or location of 

the lesions, or their characteristics (size, extent etc). It is thus necessary to submit the patient 

to genitoscopy to carry out a proper mapping of the lesions. In cases where the findings of 

the research are HPV-positive through the use of a swab without any association with 

clinically lesions, the patient may be latently infected. As a result, there is no confirmation 

regarding either whether it might lead to transmission of the disease or if there are any 

therapeutic indications. 

2. The examination by genital swab is HPV-negative. In this case, there is no certainty that the 

patient is not infected with HPV due to the possible presence of keratinized or old genital 

lesions, which have a small amount of viral DNA but might permit viral transmission. It is 

necessary to establish the presence of these lesions to avoid an erroneous diagnosis which 

might suggest that there is no need for treatment. 

3. Treatment of clinical lesions. It is not uncommon to observe warty lesions, called satellite 

lesions, which are only detectable by genitoscopy. Likewise, there are significant papular 

lesions which are only visible upon application of acetic acid and further examination with 

magnification (usually resulting from infection involving high-risk types). These situations 

may explain, for example, why cases are sometimes wrongly assessed as recurrence, when in 
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fact they represent intraepithelial lesions that have been incorrectly located and treated in 

an inappropriate way. 

4. Diagnosis by genitoscopy (colposcopy). This is the most suitable approach for allowing the 

correct mapping of lesions and evaluating their characteristics, such as size, location and 

extent.  

 

For this reason, common sense should prevail when planning the treatment schedule. Radical 
decisions – which are only favorable for the treatment of clinical lesions or, alternatively, which 
proposes the treatment of all clinical and subclinical cases, as well as the need to take preventive 
treatment based on topical preparations – should not be recommended. The effectiveness of current 
available therapies depends on this analysis, since the alternative forms of treatment can lead to 
excellent results or be contraindicated, depending on the nature of the HPV infection.  

 

Table 1. The alternative forms of treatment for intra-epithelial lesions caused by HPV are 

categorized by levels of clinical recommendation. Adapted from American Society for Colposcopy 

and Cervical Pathology [94]. 

 

Category Method Mechanism of action Efficacy rate Recurrence rate 

First line Imiquimod 5% 

Podophyllotoxin 

Cryoteraphy 

Immunomodulatory 

Cytotoxic agent 

Ablative/excisional 

72-84% 

45-88% 

68-90% 

5-19% 

31-60% 

38% 
Second line Laser therapy 

Electrosurgery 

Ablative/excisional 

Ablative/excisional 

27-82% 

70-80% * 

7-72% 

25-39% * 
Other therapies TCA 

Interferon 

 

Polyphenon E  

Cytotoxic agent 

Immunomodulatory 

 

Immunomodulatory 

70-81% 

32-60% (intralesional) 

17-21% (systemic) 

53.6% 

30-60% ** 

65-67% 

Non reported 

6.8% 
* Maw, 2004 [38]. 

** de Carvalho, 2005 [31] 

Another important factor is the progress of the treatment, with regard to the frequency with which 
recurrence occurs associated with exuberant lesions. This means that, treatment should be more 
intensive and bring together the different therapeutic options at an early stage.  

Table 1 categorizes the alternative forms of treatment for the intraepithelial lesions in accordance 
with clinical recommendations. In the following section, these therapies will be discussed in the light 
of the methods employed: non-surgical treatment, ablative/excisional treatment, 
immunomodulators and combination therapy.  
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Non-Surgical Treatment 

 

Topical preparations based on cytotoxic agents result in cell death through contact, either by 
antiproliferative or chemidestructive action, regardless of viral status [2]. The use of podophyllotoxin 
as a solution or cream is the first line of treatment for genital warts and promotes the destruction of 
verrucous lesions without major alterations to the normal skin [31, 32]. The resulting necrotic action 
is thought to be based on its ability to bind to the microtubule proteins with subsequent cell cycle 
arrest in metaphase [2]. The disadvantages of using podophyllotoxin in therapy include systemic 
absorption, potential mutagenic action in the epithelium and the recurrence of the condition in 65% 
of cases. Furthermore, bone marrow suppression, liver disorders and neurological impairment have 
been reported [33-35]. An alternative treatment is the topical use of trichloroacetic acid (TCA) which 
involves a local caustic and keratolytic activity that causes corrosion of warts without serious 
systemic effects [32]. TCA is as effective as podophyllotoxin, although it has drawbacks such as the 
ulceration of adjacent normal areas, dermal abrasions and secondary infections [31, 32]. As in the 
case of podophyllotoxin, the rate of recurrences may reach 60% [31]. 

 

 

Ablative/Excisional Therapies 

 

Currently ablative or excisional therapies represent the vast majority of anti-HPV therapeutics for 
genital lesions [36], which include cryotherapy, excision by scalpel or scissors (also called cold 
surgery), laser therapy and electro-surgery [31, 37]. These methods are suitable for treating lesions 
at any site. In the presence of intraepithelial neoplasia, the procedure that is most widely 
recommended is conization (designation resulting from the conical shape of the removed tissue) or 
loop electrosurgery (LOOP). The latter, together with cryotherapy and laser therapy, employ physical 
ablative methods – i.e. the application of extreme heat or freezing for epidermal, dermal and 
vascular damage, leading to the induction of an effective inflammatory response [31, 32] – which 
generally offer a highly effective form of protection in the short term, with the disappearance of 70-
80% of the lesions [38]. In general, cryotherapy assists the treatment of large or grouped lesions, 
while laser therapy has beneficial cosmetic results by allowing rapid healing without forming scars 
[32].  

The main drawback is the recurrence rate which can reach almost 40% of cases [38], although the 
procedures entail the removal of a safety margin of 3-5 mm of healthy tissue beyond the injured area 
[31]. Alternative treatment in cases of exuberant lesions include the excision of lesions with cold 
surgery followed by the application of laser therapy in the wound bed, a method which results in a 
lower recurrence rate [31]. In addition, intraepithelial lesions are often multifocal, which makes the 
ablation procedure impractical or ineffective [39]. 
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Immunomodulators 

 

The treatment of genital warts based on immunomodulatory agents is able to assist in stimulating an 
innate immune response. The polyphenon E, or sinecatechins, is an extract obtained from the tea 
leaves of Camellia sinensis administered as a topic ointment. It has an effect on the regression of 
warty lesions because of the epigallocatechin gallate molecule, which operates under different 
signaling pathways, and induces apoptosis via caspase activation and inhibition of telomerase [40, 
41]. 

Imiquimod is a topical drug that is capable of inducing the secretion of pro-inflammatory cytokines, 
interleukins and type I interferons (IFN-I), through its agonist action on the toll-like receptor 7 in 
macrophages, dendritic cells and keratinocytes [42, 32]. Immunomodulation which is based on the 
secretion of IFN has integral action on the resolution of warty lesions and also indirectly carries out 
an antiviral activity [43, 44]. Thus, in addition to its proven efficacy and safety, the use of imiquimod 
leads to reduced recurrence rates (12%) [45]. 

However, special attention should be paid to imiquimod and other agents that induce immune 
responses based on IFN-I. It has been reported that treatment of intraepithelial lesions infected with 
high risk HPV through the use of IFN-α and IFN-β is highly effective in cells containing the viral DNA in 
episomal form, by arresting growth and inducing the loss of episomes, but no effect has been 
reported on cells that are carriers of integrated viral DNA [24, 46]. As a result, repeated use of 
preparations that can produce high local concentrations of IFN-I may result in the selection of cells 
containing integrated HPV DNA that allow the disease to become malignant [2]. 

 

 

Combination Therapy 

 

It should be stressed that none of the available therapies is superior to the others and there is no 
ideal treatment for all cases. Other factors apart from those already discussed with regard to the 
treatment schedule, should also be taken into account: the cost of treatment and its practicality, side 
effects and the professional experience of the medical staff. Some patients require a series of 
treatment sessions rather than just one and, in this respect, the therapeutic modality should be 
changed if the patient has not made substantial improvement after a complete course of treatment 
(most genital warts respond within 3 months of therapy) or if side effects are severe [47]. 

Although relatively recent, the studies which have assessed the effectiveness of combined therapy 
for the treatment of genital warts have shown promising results. Combination therapy, which 
generally establishes the association between cytotoxic and immunomodulator modalities, 
represents an interesting alternative for the treatment of patients with both recurrent and new 
warty lesions. The recurrence rates observed from a comparison of 5% imiquimod monotherapy, 
surgical excision of residual warts after partial response to treatment with imiquimod and surgical 
treatment alone, were respectively: 15% (after 17 months), 20% (after 19 months) and 65% (after 5 
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months) [48]. Similarly, the use of imiquimod after laser therapy for treatment of genital condylomas 
has shown recurrence of lesions in only 7.3% of patients (138) [49].  

Finally, better therapeutic results can be achieved even in cases where distinct therapies are 
combined, but with the same purpose (for example, by combining two cytotoxic methods). The 
remission rates of genital warts (new or recurrent) that were observed from a comparison between 
the employment of 25% podophyllin, TCA, cryoteraphy, TCA/podophyllin or cryotherapy/podophyllin 
were, respectively, 82.1%, 84.5%, 92.4%, 94% and 100% [50]. In addition, fewer sessions were 
needed for the complete remission of warts among patients undergoing the combination therapy in 
comparison with those submitted to monotherapy [50].  

Special attention should be paid to the fact that the concomitant use of imiquimod and cytotoxic 
agents is not recommended because of the risk that it might exacerbate the inflammatory processes 
[51].  

 

 

Special Situations 

 

A rapid growth of friable genital warts has been observed in pregnant women, probably as a result of 
the higher serum levels of steroid hormones – which act as cofactors in the epithelial proliferation of 
HPV [52-55] – and the relative state of maternal immunosuppression which is peculiar to this 
physiological condition [31]. Large or extensive lesions can cause obstruction of the birth canal, 
laceration of tissue and/or profuse bleeding during vaginal delivery. Thus, treatment of genital warts 
should be performed during pregnancy to reduce the risk of obstetric and/or neonatal complications, 
as well as some unforeseen discomfort caused to the mother [31]. The third trimester is considered 
to be the ideal period for the treatment of infection since at this time there is a lower risk of 
recurrence [56]. 

 

Table 2. Therapies currently available for the treatment of genital warts and their recommended 

application during pregnancy and puerperal period. Adapted from Maluf & Perin, 2005 [7]. 

 

Method Mechanism of action Safety during pregnancy Safety during breastfeeding 

Podophylotoxin Cytotoxic agent Unknown Contra-indicated 
TCA Cytotoxic agent Yes Indicated 
Imiquimod 5% Immunomodulatory Unknown Contra-indicated 
Cryotherapy Ablative/excisional  Yes Indicated 
Electrosurgery Ablative/excisional Yes Indicated 
Laser therapy Ablative/excisional Yes Indicated 
Interferon Immunomodulatory No Contra-indicated 
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The use of podophyllotoxin and imiquimod is contra-indicated during pregnancy (Table 2). Although 
the teratogenic potential of podophyllotoxin has not been confirmed for humans, this cytotoxic 
agent has been classified as category C by the FDA (Food and Drug Administration). The reason for 
this is its potential absorption and toxicity to the fetus, since it has neuro and myelotoxicity, as 
already reported [32, 57]. The administration of imiquimod during pregnancy is also classified as 
category C by the FDA because there have been no clinical trials conducted with pregnant women 
with this drug. Even though the teratogenic effects of imiquimod are unknown, it should only be 
prescribed during pregnancy in cases where its benefits outweigh the possible risk to the fetus [31]. 

The treatment of genital warts in HIV-infected patients should follow the same line of reasoning. 
Attention must be paid, however, to immunocompromised patients since their warty lesions have 
more serious features (they are larger and more numerous), they are not responsive to therapy and 
there are more frequent recurrences [58, 59]. The use of imiquimod in immunosuppressed patients 
is safe, although in some circumstances the use of combined therapy is needed to achieve better 
results and a longer disease-free period [60-63]. 

 

 

PERSPECTIVES ON NEW FORMS OF TREATMENT  

 

Specific therapies against HPV infection are able to treat both non-apparent infections and visible 
clinical diseases. These antiviral drugs are the only alternative, for a significant section of the 
population who are already infected with HPV, and comprise immunosuppressed individuals, who 
cannot be treated by immunotherapy. In addition, multifocal genital lesions are not sensitive to 
ablative therapy and do not respond to immunotherapy [2]. 

The challenges for the development of anti-HPV drugs are proportional to their degree of 
effectiveness. Papillomaviruses only encode one enzyme, E1 helicase, which considerably constrains 
the adoption of traditional approaches. The other early genes E2, E4, E5, E6 and E7 act through 
molecular interactions with DNA and proteins of the host cell, but these interactions have not been 
suitably characterized for drug design or the identification of candidate molecules [2]. 

 

 

Targeting the Replication of HPV 

 

The replication of the HPV genome is dependent upon E1 and E2 protein interaction [64, 65] in the 
viral origin of replication (ori) [66]. Once the E1-E2 complex is assembled, these proteins recruit the 
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DNA polimerase α to the ori for the initiation of viral DNA replication [67]. However, the assembly of 
this complex is sequential and depends on the binding of ATP to E1 [68], which is a helicase with 
ATPase activity. 

Small inhibitory molecules of the ATPase activity of HPV-6 E1 were identified by high-throughput 
screening [69]. These lead molecules probably inhibit ATP binding by allosteric mechanisms [70] but, 
unfortunately, they were not active in cell culture assays [71]. At the same time, two series of 
inhibitory molecules of the cooperative interaction between E1-E2 and ori were identified for 
genotypes -6 and -11 [69]. These compounds are able to bind to the overlapping sites on the 
interface between E1-E2 [72]. The mechanism of interaction is illustrated in the figure 1. 
Unfortunately, the studies involving this class of inhibitors were discontinued after the efficacy of the 
prophylactic vaccines had been demonstrated in the control tests [2]. 

 

 

Figure 1. HPV E1 and E2 proteins as antiviral targets. (A) HPV genome replication is dependent upon the interaction 

of the E1 and E2 proteins in the ori, which is located on the viral LCR (Long Control Region). In turn, the formation of 

E1-E2 complex depends of ATP binding. Once formed, the E1-E2 complex recruits the DNA pol α to the ori. (B) 

Molecule inhibitors compete allosterically for the ATP-binding site and prevent the formation of the E1-E2 complex in 

the HPV-6 ori. (C) Other molecules are also capable of interfering with the formation of E1-E2 complex of HPV-6 and 

-11 targeting sites which are located in the interaction interfaces of these viral proteins.  
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                         A                                     B  

Figure 2. HPV E2 protein as an antiviral target. (A) By interacting with E2, Brd4 is able to attach the viral episome to 

the host chromosome since it is bound to the acetylated histones of the chromatin. The cooperation between E2-Brd4 

allows the viral genomes to be equally partitioned at the mitoses. (B) JQ1 is a small molecule capable of inhibiting the 

binding of Brd4 to the chromatin and thus represents a potential target for the development of anti-HPV drugs.  

Finally, recent evidence has shown the interaction between Brd4 – a bromodomain protein that 
binds to acetylated histones – and E2 protein of both high and low risk HPV types [73]. Given the role 
of E2 in the maintenance of the viral episome [74], the E2-Brd4 interaction is likely to be responsible 
for attaching the viral episome to the mitotic spindle, and thus allow an equal partition of the viral 
genome during mitosis [75, 76]. The discovery of a molecule capable of inhibiting the binding of Brd4 
to chromatin, called JQ1 [77], provides a prospect for producing drugs that can inhibit the interaction 
between E2 and Brd4. Figure 2 illustrates the role of HPV E2 protein. 

 

 

Targeting the HPV Carcinogenesis  

 

The combined action of E6 and E7 oncoproteins of high-risk genotypes is essential for the 
maintenance of the neoplastic phenotype and uncontrolled cell cycle [78]. As a result, different 
strategies have been employed to investigate the interruption of the activity of these oncoproteins: 
siRNA, antisenseRNA, ribozymes and peptide aptamers [79]. However, the major progress has been 
made in the case of E6. 

 



Desenvolvimento de duas plataformas biotecnológicas baseadas em linhagens...   Mariz, F. C.  

198 

 

 

Figura 3. HPV E6 protein as antiviral target. (A) The interaction of p53 with E6 forms a stable complex that recruits 

the E6/AP ubiquitin ligase. The p53 protein is then ubiquitinated and signaled for degradation via proteasome. (B) The 

p53 reactivation and induction of apoptosis (RITA) can be achieve in cervical cancer cells through the use of small 

molecule inbibitors capable of interact directly with E6 and prevents its binding to p53. (C) The inhibition of p53-

mediated degradation by E6 has also been achieved through the use of small peptides capable of binding to E6 and 

prevents its interaction with E6-AP, which results in p53 reactivation and subsequently promotion of apoptosis. (D) 

The degradation of p53 in cervical carcinoma cells can be achieved through the use of Lopinavir, which is a protease 

inhibitor molecule used in anti-HIV therapy due to its ability to block the viral proteasome activation.  

 

The deregulation of the cell cycle caused by HPV is due, in part, to the E6-mediated degradation of 
p53. After interacting with p53, the E6 oncoprotein recruits ubiquitin ligase E6/AP, which 
ubiquitinates the complex and signals to proteolytic degradation [80]. Three different molecular 
strategies have been employed to prevent E6-mediated degradation: (i) interference with the direct 
p53-E6 interaction; (ii) interference with the binding of E6/AP to E6; (iii) selective inhibition of 
proteasome. These molecular strategies are illustrated in the figure 3. With regard to the first 
alternative, cervical cancer cells can be suppressed in vitro by small molecules that cause the 
reactivation of p53 and induction of apoptosis (RITA) [81]. RITA interacts with p53, by blocking the 
binding of this molecule to E6 and its subsequent ubiquitination [2]. In the second strategy, small 
peptides that are capable of inhibiting the formation of E6/AP-E6 complex, were developed in 
parallel and have been shown to promote cell cycle arrest and/or apoptosis by p53 reactivation [82, 
83], but these studies are still in an early stage of evaluation [2]. 

The third strategy probably represents the most practical alternative from the standpoint of clinical 
viability. The use of Lopinavir, an antiretroviral protease used in anti-HIV therapy, is able to block the 
activation of proteasome caused by HIV, stabilize p53 and induce apoptosis of HPV-infected cells in 
vitro [84-86]. The effectiveness of Lopinavir in the clearance of lesions caused by HPV was evaluated 
without success [87], but it is worth noting that the concentration of the drug used in in vitro assays 
is greater than that achieved by oral administration [84]. The cervico-vaginal concentration of the 
drug was probably suboptimal. Lopinavir is a licensed drug and thus the formulation of topical 
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preparations for anti-HPV therapeutics may be used in clinical trials within a few years [2], since their 
efficacy and safety have already been proven. 

 

 

Immunotherapy 

 

Both the HPV vaccines that are currently available have proved to be effective against the HPV types 
that were targeted by each vaccine in clinical trials. The vaccines are targeted at adolescent girls but 
their precise ages vary from country to country. In spite of these differences, vaccination should 
ideally be performed before the onset of sexual activity, since neither vaccine has demonstrated 
therapeutic activity for preexisting infections [88].  

However, vaccination with these prophylactic vaccines could support the treatment of HPV-related 
diseases. The use of quadrivalent HPV vaccine has been linked to a reduced incidence of subsequent 
cervical, vulvar and vaginal intraepithelial neoplasia and genital warts in women who had been 
diagnosed and treated for cervical and vulvar or vaginal disease [89]. Those women who had been 
given prior vaccination, had a significantly reduced risk (64.9%) of subsequent high-grade cervical 
lesions, as well as a reduced risk (35.2%) of developing any subsequent disease related to the HPV 
vaccine types (-6, -11, -16 and -18), in comparison with the placebo recipients. Although the exact 
underlying mechanism is not fully known, these observed reduction rates are clinically significant 
[89]. 

Despite the effectiveness of prophylactic vaccines, anti-HPV therapeutic interventions based on 
immunotherapy could make it possible to treat unapparent infections and/or diseases. As the 
regression of HPV-caused diseases is the result of a Th1 cellular response [16], the more attractive 
immunotherapeutic approaches have explored the immunization with E6 and E7 antigens, which are 
essential for the progression and maintenance of the malignant phenotype and are constitutively 
expressed in all the cervical intraepithelial lesions [2, 12]. 

Although studies of immunization with HPV-16 and -18 E6 and E7 have shown they are successful 
against HPV-expressing cancers in mice, the same results have not been observed in humans [90]. All 
the vaccines tested in human clinical trials have proved to be safe and capable of inducing antigen-
specific cellular immune response, but cancers and high-grade lesions induced by HPV have been 
highly refractory to the same immunotherapies explored in the mouse model [91]. The attempts that 
are currently being employed to circumvent these problems have investigated immunomodulators 
and/or adjuvants that are capable of enhancing the immunogenicity of therapeutic vaccines and/or 
manipulating the local immunity [2]. Some discrete, but significant, advances have been made in this 
direction [91- 93]. 
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FINAL CONSIDERATIONS 

 

Despite the advances in prevention strategies against cervical cancer, the ‘unknowns’ regarding the 
mechanisms for the viral evasion of the host immunity, impose significant challenges for the 
development of antiviral therapeutic approaches. For this reason, even though several alternatives 
are available for the treatment of cervical lesions, they are all limited in regard to the clearance of 
the diseases caused by HPV. 

Great progress has been made in carrying out various programs to identify and characterize both 
molecular targets and antagonist molecules for HPV proteins. However, marketing considerations 
have prevented the pharmaceutical companies from making progress in producing antiviral drugs 
and improving chemotherapy for the treatment of cervical cancer. These companies have been afraid 
that these drugs would have reduced market face to the prophylactic vaccines that have recently 
been licensed. Despite their proven effectiveness, the optimistic forecasts and the amount of 
lobbying for the currently available HPV vaccines, the success of immunization is below expectations. 
The reality is that over the next two or three decades a large section of the public will remain 
unvaccinated, and it is necessary to develop appropriate treatment for these people, either by 
antiviral drugs and/or immunotherapy.  
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