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RESUMO 

 

COIMBRA, EC. Desenvolvimento de Estratégias Vacinais contra o Câncer de Colo de Útero 

baseadas em “Virus-Like Particles” e Imunização Genética. 2012. Tese. Universidade 

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 

 
O câncer cervical é considerado o segundo tipo de tumor a ocasionar maior número de mortes 

entre as mulheres no mundo, e a infecção pelo papilomavirus humano (HPV) é a principal 

causa relacionada com o desenvolvimento desta neoplasia. No Brasil, o câncer cervical 

produz uma média de 2,5 óbitos/100.000 indivíduos. Atualmente existem duas vacinas no 

mercado, baseadas em “Vírus-Like Particles” (VLPs), mas o alto custo inviabiliza seu uso 

pelos países em desenvolvimento. As VLPs de HPV são produzidas a partir da proteína 

capsidial L1, contra a qual é conferida forte imunidade humoral. Uma estratégia vacinal  

orientada para a prevenção do câncer cervical em humanos é muito importante para a saúde 

pública, no entanto, como há muitas pessoas já infectadas pelo HPV, uma abordagem 

terapêutica se torna necessária. Neste trabalho foi proposta a expressão do gene L1 de HPV-

16 em células da levedura Pichia pastoris, como base de uma estratégia preventiva e a 

construção de uma vacina de DNA baseada na proteína E5 do HPV-16, identificada como 

potencial antígeno tumoral para terapia do câncer. O gene L1 otimizado de HPV-16 foi 

clonado em vetor de expressão pPGK para integração no genoma de P. pastoris, sua 

transcrição foi confirmada por RT-PCR e a expressão da proteína detectada por dot blot, 

colony blot e western blot. A vacina de DNA foi construída pela inserção do gene E5 de 

HPV-16 otimizado e adicionado do epítopo AU1, no vetor pCIneo. Para estudo inicial da 

funcionalidade da construção vacinal pCI-E5sintH16, foi realizada uma análise in vitro em 

células HEK-293, através de RT-PCR e western blot. O estudo do gene E5 de HPV 

como antígeno terapêutico, apesar de pouco explorado ainda, é bastante relevante. 

 

Palavras-Chave: Papilomavírus Humano; Virus-Like Particle; gene E5, vacina de DNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

ABSTRACT 

 

COIMBRA, EC. Development of Vaccine strategies against cervical cancer based on Virus-

Like Particles and Genetics Immunization. 2012. Thesis. Federal University of Pernambuco, 

Recife, Pernambuco, Brazil. 

 

Cervical cancer is the second type of tumor to cause deaths among women worldwide. The 

infection of human papillomavirus (HPV) is the leading cause related to the development of 

this neoplasia. In Brazil, cervical cancer produces an average of 2.5 deaths per 100.000 

individuals. There are currently two vaccines on the market, based on Virus-Like Particles, 

but the high cost (U.S. $ 350.00) prevents its use by developing countries. HPV VLPs are 

formed from the L1 capsid protein, against which it is given strong humoral immunity. A 

targeted vaccination strategy for the prevention of cervical cancer in humans is very 

important to public health; however there are many people already infected with HPV, and 

therefore a therapeutic approach is needed. In this study was proposed the expression of the 

L1 gene of HPV-16 in Pichia pastoris yeast cells as the basis for a preventive strategy and 

the construction of a DNA vaccine based on the HPV-16 E5 protein, identified as a potential 

tumor antigen for cancer therapy. The optimized L1 gene of HPV-16 was cloned into the 

expression vector pPGK for integration into the genome of Pichia. The transcript of this gene 

was confirmed by RT-PCR and L1 protein expression detected by dot blot, colony blot and 

western blot. The DNA vaccine was constructed by cloning the optimized E5 gene of HPV-

16, with the inserted AU1 epitope, in the pCIneo vector. In vitro analysis were performed 

with HEK-293 cells transfected with the PCI-E5sintH16 vector, including RT-PCR and 

western blot for the initial evaluation of DNA vaccine functionality. The study of the cancer 

therapy with the E5 gene of HPV-16 although still unexplored is quite relevant. 

 

KEYWORDS: Human papillomavirus; Vírus-Like Particle; E5 gene, DNA vaccine.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O papilomavirus humano (HPV) é capaz de provocar infecção clínica ou subclínica em 

mulheres e homens após transmissão por via sexual. Várias evidências experimentais 

sustentam a correlação entre a infecção com alguns tipos específicos de HPV e a etiologia do 

câncer anogenital, em especial o carcinoma cervical, para o qual o HPV-16 está presente em 

50-60% dos casos. Há evidências de que a infecção pelo HPV tem aumentado nas últimas 

décadas, sendo hoje, a papilomatose humana, a doença sexualmente transmissível mais 

prevalente no mundo.  

Abordagens preventivas consistem na melhor alternativa para o controle das infecções 

pelo papilomavírus. Diversas estratégias vacinais contra o HPV foram investigadas por 

grupos de pesquisa em todo mundo e os resultados mais promissores no desenvolvimento de 

vacinas profiláticas empregam partículas protéicas desprovidas do genoma viral, as Vírus-

Like Particles (VLPs). Uma estratégia vacinal dirigida para a prevenção do câncer de colo de 

útero em humanos é muito importante no âmbito da saúde pública, entretanto, como existem 

muitos indivíduos já infectados pela doença, uma proposta terapêutica se torna necessária. O 

estudo de terapias para o câncer é uma linha de pesquisa que cresce cada vez mais devido à 

relevância do tema. Pesquisadores em todo o mundo têm voltado o interesse para as vacinas 

de DNA, que surge como uma promissora tecnologia ao tratamento de neoplasias. Deste 

modo, é de grande importância pesquisas que foquem o desenvolvimento de uma terapia 

inovadora, baseada em imunização genética, para impedir a evolução do câncer cervical.  

No Brasil, a falta de laboratórios capacitados para a produção e avaliação de novas 

tecnologias em saúde, como as VLPs e as vacinas de DNA, representa o principal fator 

limitante na geração de competência para a produção de vacinas contra o HPV. Neste projeto 

propomos o estabelecimento do sistema de expressão em células da levedura Pichia pastoris 

para a produção de VLPs e a construção de uma vacina de DNA para controle do câncer do 

colo do útero relacionado ao HPV-16, o tipo viral predominante em tumores deste tipo.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Papilomavírus Humano x Câncer Cervical 

 

Os papilomavírus são pertencentes à família Papillomaviridae, não apresentam 

envelope e abrigam DNA circular, fita dupla, como material genético (de Villiers et al, 2004). 

São vírus espécie-específicos que infectam o tecido epitelial cutâneo ou mucoso de 

mamíferos, répteis e pássaros (Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005) provocando o 

aparecimento de lesões, papilomas ou verrugas, em geral benignas, que podem regredir 

naturalmente ou se transformar em tumores malignos (Clifford et al, 2003; Stanley, 2001).  

Os tipos que atacam os seres humanos são denominados por HPV (Papilomavirus 

Humano), sendo o contato sexual a principal forma de transmissão (Souto et al, 2005). 

Todavia, a transmissão do HPV não depende exclusivamente da penetração sexual, pois pode 

ser transmitido pelo contato com a pele ou com as superfícies de mucosas  contaminadas 

(Moscicki et al, 2006). Há evidências de que a infecção pelo HPV tem progressivamente 

aumentado nas últimas décadas, o que leva a papilomatose humana ser considerada a doença 

sexualmente transmissível (DST) mais prevalente no mundo (Scheurer et al., 2005). Estima-

se que cerca de 50-80% dos homens e mulheres sexualmente ativos irão adquirir algum tipo 

de HPV (de baixo ou alto risco) nas suas vidas. O período após o início da atividade sexual é 

considerado de maior risco para aquisição do vírus  (Peto et al, 2004) e o risco da infecção 

aumenta com o número de parceiros (Koutsky, 1999).  

Atualmente mais de 120 tipos de HPV foram identificados (Rombaldi et al., 2009) 

além de subtipos e variantes, com base nas diferenças entre as seqüências de nucleotídeos dos 

genótipos (Myers et al, 1996). Cerca de 40 tipos acometem o trato genital pelo contato sexual 

e de acordo com o grau da lesão induzida são considerados de alto ou baixo risco (Stanley, 

2001).  

 A associação do HPV com alguns tipos de neoplasias foi detectada, primeiramente, em 

cânceres do trato anogenital, incluindo cérvix, vulva, vagina, pênis e ânus. A relação entre 

câncer cervical e infecção por HPVs de alto risco foi evidenciada a partir de estudos 

epidemiológicos e funcionais (zur Hausen, 2002; Bosh e de Sanjose, 2003), onde o vírus foi 

detectado em mais de 99,7% do carcinoma de células escamosas (Walboomers et al, 1999, 

Munoz et al, 2003) e em 94-100% do carcinoma cervical adeno e adenoescamoso (van 

Muyden et al 1999; Zielinski et al, 2003). Além destes, estão também associados ao HPV, 
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cânceres de cabeça, pescoço (Syrjanen, 2005) e pele (Sterling, 2005). Globalmente, estima-

se que este vírus é o agente causal de 5% dos cânceres humanos (Stanley, 2010a).  

 Existem, pelo menos, 15 tipos de HPVs oncogênicos, dentre os quais, o 16 e o 18 são 

os mais importantes, por aparecerem em mais de 70% de todos os casos de câncer cervical 

(Munoz et al, 2006). Este tipo de câncer é a segunda causa de morte entre as mulheres no 

mundo com aproximadamente 500.000 novos casos diagnosticados a cada ano e uma taxa de 

mortalidade de 50% (Parkin, 2006; Lowndes, 2006; INCA, 2009). Mais de 80% destes casos 

ocorrem nos países em desenvolvimento, onde a maioria dos diagnósticos são feitos em 

estágios relativamente avançados da doença (Frazer et al, 2004) e onde a sobrevida média, 

após cinco anos, é cerca de 41%; levando em conta que a  média mundial estimada é de 49% 

e que nos países desenvolvidos esta varia de 51% a 66% (INCA, 2009). A América Latina, a 

África Subsaariana e a Ásia  (Sul e Sudeste) compõem as regiões que apresentam a maior 

incidência (Parkin et al, 2005).  

O câncer cervical evolui de uma lesão não-invasiva, pré-maligna, denominada de 

neoplasia intraepitelial cervical (NIC), ainda denominada de lesão intraepitelial escamosa (do 

inglês, Squamous Intraepithelial lesion-SIL) (figura 1). As lesões pré-malignas são 

classificadas conforme a extensão do comprometimento da camada epitelial, em displasia 

média (NIC I), moderada (NIC II), severa (NIC III) e câncer invasivo. A NIC I também pode 

ser considerada como SIL de baixo grau (do inglês, Low Grade SIL –LSIL) e as NIC II/III 

como SIL de alto grau (do inglês, High Grade SIL- HSIL) (Steenbergen et al, 2005).  
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Figura 1. Evolução para o câncer cervical após infecção pelo HPV. Em A, o vírus entra no 

epitélio pela camada basal da cérvice uterina (adaptado de Nobel_Foundation – ilustração 

Annika Röhl). Em B, é esquematizado o início do ciclo reprodutivo com a formação de novas 

partículas virais e a expansão da infecção (NIC 1, 2 e 3) até o câncer invasivo (adaptado de 

Woodman et al, 2007). 

 

 Em média, o aparecimento do câncer cervical leva décadas, sendo assim, a 

carcinogênese do colo do útero é um processo que envolve fatores genéticos, ambientais, 

hormonais e imunológicos, além da infecção pelo HPV (Stanley et al, 2003). Segundo o 

INCA (2009) são fatores que contribuem para a etiologia desse tumor: tabagismo, 

multiplicidade de parceiros sexuais, uso de contraceptivos orais, multiparidade, baixa ingestão 

de vitaminas, iniciação sexual precoce e coinfecção por agentes infecciosos como o Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) e a Chlamydia trachomatis.   

 

2.2. Ciclo de Infecção do HPV 

 

 A cérvice uterina é coberta por dois epitélios distintos denominados de endocérvice 

(epitélio colunar secretório) e de ectocérvice (epitélio escamoso de proteção, não 

queratinizado). Durante a menarca, é desenvolvido um epitélio de junção, imaturo, escamoso 

e metaplástico que forma a zona de transformação. O ciclo do papilomavírus tem início 
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quando ele alcança as células basais do epitélio escamoso através de um microtrauma onde 

seu genoma se estabelece na forma epissomal e é replicado, junto com o DNA do hospedeiro, 

para um número de até 100 cópias (Doorbar, 2005). Essa infecção pode ocorrer em qualquer 

localização da mucosa genital feminina (Roberts et al., 2007), mas, por motivos ainda não 

bem compreendidos, o desenvolvimento do processo carcinogênico ocorre mais 

frequentemente na zona de transformação do epitélio (Schiffman et al., 2007). 

 O genoma do HPV tem um tamanho de aproximadamente 8Kb, composto pela região 

LCR (longa região de controle), onde se encontram as sequencias regulatórias da transcrição 

viral e a origem de replicação dos seus genes precoces (E1, E2, E5, E6 e E7) e tardios (L1 e 

L2), sendo assim denominados pela ordem temporal de expressão dos mesmos (Favre et al, 

1997). As primeiras proteínas virais a serem produzidas são: E1 (helicase) e E2, responsáveis 

pela formação de um complexo que se liga à origem de replicação, recrutando a maquinaria 

da célula, tais como DNA polimerase e proteínas acessórias para estimular a replicação do 

genoma do vírus (Mohr et al, 1990; Frattini et al, 1994; Conger et al, 1999). Além disso, a 

proteína E2 funciona como um fator de transcrição que ativa ou reprime a transcrição dos 

outros genes E (McBride et al, 1991).  

Durante o ciclo ocorre a indução da proliferação basal e parabasal das células 

epiteliais, o que leva à hiperplasia com papilomatoses de várias extensões. Esta atividade 

oncogênica do HPV é devido à ação transformante das proteínas E5, E6, e E7 (Stoler et al, 

1989; Haller et al, 1995). O último estágio do ciclo corresponde à montagem dos vírions e à 

sua liberação, sendo assim, há um alto nível de expressão das proteínas virais tardias, também 

denominadas de estruturais: L1 e L2 (figura 2). A proteína não-estrutural, E4, também é 

encontrada nessa fase, pois tem como função, facilitar o rompimento do citoesqueleto 

citoplasmático para a liberação dos vírions (Doorbar et al, 1991). 
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Figura 2. Organização do genoma do HPV e seu ciclo viral. Em A, é esquematizado o 

genoma circular do HPV de aproximadamente 8Kb, composto pelos genes “Early” (E1, E2, 

E5, E6 e E7) e “Late” (L1 e L2), além da LCR (“Long Control Region”) que apresenta 

seqüências ativadoras e repressoras da transcrição viral (p97 e p670 são promotores presentes 

nesta região), além da origem de replicação. Em B, é demonstrada a expressão das proteínas 

virais no tecido epitelial, após a infecção (Adaptado de Doorbar, 2006). 

 

2.3. Oncogênese pelo HPV 

 

 As principais ações transformantes do HPV são devidas às proteínas E6 e E7, as quais 

interagem entre si para a imortalização das células e desenvolvimento do câncer 

(McLaughlin-Drubin e Munger, 2009). Uma série de rotas e proteínas que participam do 

funcionamento normal da célula são alteradas, tais como as envolvidas no processo de divisão 

e apoptose. A proteína E7, por exemplo, se liga a proteínas supressoras de tumor, da família 
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pRB, degradando-as; o que resulta na ativação descontrolada do fator de transcrição E2F, 

responsável pelo estímulo da expressão de genes implicados na fase S do ciclo celular (Dyson 

et al, 1989). Além disso, E7 interage com importantes inibidores de ciclinas (CDK), as 

proteínas p21 e p27, que têm como principal alvo a ciclina CDK2 nos queratinócitos humanos 

e que, por sua vez, regula a passagem da fase G1 para a fase S (Eichten, et al 2004). A região 

carboxi-terminal das proteínas E7 nos HPV de alto risco, liga-se a estes inibidores 

neutralizando os seus efeitos e aumentando consideravelmente a atividade da CDK2 nas 

células infectadas (Huibregtse et al, 1991; Scheffner et al, 1990; Scheffner et al, 1993). A 

proteína E6 também influencia na ação de proteínas supressoras de tumor, tais como Bak, 

Bax, c-Myc e p53, as quais são pró-apoptóticas (Finzer e Rosl, 2002).  

 Outros estudos já identificam diferentes alvos das principais oncoproteínas, E6 e E7, 

incluindo: telomerase (Duensing et al, 2000), membros que respondem aos danos no DNA 

(Duensing e Munger, 2002), fatores importantes para a duplicação centrossômica (Duensing 

et al, 2007) e proteínas de sinalização (Garnett et al, 2006; Garnett e Duerksen-Hughes, 

2006). Sendo assim, estas atividades em conjunto, levam as células a uma proliferação 

contínua e a uma incapacidade de reparar possíveis danos no seu material genético, 

acumulando rearranjos, mutações e aneuploidias que propiciam o desenvolvimento de uma 

neoplasia (Vousden, 1993; Sandal, 2002; Jayshree et al, 2009).  

 Nas neoplasias cervicais de alto grau e câncer, o DNA do HPV apresenta-se integrado 

ao cromossomo do hospedeiro. Esta etapa ocorre por uma clivagem no genoma do vírus, na 

região dos genes E1/E2 (Motoyama et al, 2004), provocando uma deleção de parte do gene 

E2 e de adjacências das regiões E2-E4, E5 e L2 (Ueda et al, 2003). Sendo assim, a repressão 

transcricional exercida por E2 é anulada, o que resulta na superexpressão dos oncogenes E6 e 

E7, conduzindo a malignização das células ou formação do tumor (Doorbar et al, 1991; Bosch 

et al, 1992; Jeon et al, 1995). Além disso, a integração viral ocorre com freqüência, em 

regiões cromossômicas que abrigam genes envolvidos no processo de carcinogênese, tais 

como: MYC, NR4A2, hTERT, APM-1, FANCC, TNFAIP2, etc., (Ramdass et al, 2007). 

 Embora E6 e E7 sejam mais amplamente estudadas (Storey et al, 1988; Werness  et al, 

1990), a visibilidade do papel da proteína E5 na formação da neoplasia cervical vem 

emergindo nas pesquisas. As ações desta oncoproteína dão suporte (figura 3) à progressão do 

tumor nos estágios iniciais da doença, uma vez que o gene E5 é deletado após a integração do 

genoma viral (DiMaio and Mattoon, 2001).   
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Figura 3. Cooperação entre as oncoproteínas do HPV para induzir a carcinogênese. A indução 

da hiperproliferação por E7, estimula a apoptose, a qual é bloqueada pelas ações de E6. O 

processo de imortalização das células pela interação entre os mecanismos de E6 e E7 é 

aumentado pelas ações de E5. Reguladores cruciais dos processos de proliferação, apoptose, 

imortalização e estabilidade genômica são significativamente alterados por estas 

oncoproteínas, resultando na progressão maligna das células infectadas (Adaptado de Moody 

e Laimins, 2010). 

 

2.3.1.  Papel da Proteína E5 de HPV-16 na progressão do câncer cervical 

 

 Em muitos casos de tumores cervicais HPV-positivos, as células cancerígenas abrigam 

tanto a forma integrada, quanto a forma epissômica do DNA viral (Arias-Pulido et al, 2006; 

Kristiansen et al, 1994). Desta forma, além de possuir importante papel nas etapas iniciais do 

processo carcinogênico, E5 também é expressa pelos epissomos virais nas neoplasias já 

estabelecidas, cooperando com os mecanismos exercidos por E6 e E7, as quais são altamente 

expressas nestas células, pelo genoma viral integrado (Moody e Laimins, 2010). Existe uma 

estimativa que o nível de expressão de E5 seja de aproximadamente 80, 90 e 60% nas LSILs, 

HSILs e nos carcinomas cervicais, respectivamente (Chang et al, 2001). 

 A proteína E5 é hidrofóbica, pequena (apenas 83 aminoácidos) e é localizada nas 

endomembranas do retículo endoplasmático, complexo de Golgi e membrana plasmática 

(Conrad et al, 1993; Disbrow et al, 2003; Disbrow et al, 2005). A localização de E5 no 

retículo endoplasmático sugere que ela tenha um papel importante no tráfico das proteínas de 

membrana através deste compartimento. Este fato é consistente com a interação entre a 

oncoproteína e o regulador do transporte de proteínas de membrana, o BAP31 (Regan e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moody%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moody%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Laimins%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moody%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Laimins%20LA%22%5BAuthor%5D
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Laimins, 2008), assim como com a cadeia pesada do MHC de classe-1; resultando em baixos 

níveis deste na superfície celular e contribuindo, desta forma, para a sobrevivência do vírus na 

célula (Ashrafi et al, 2006).  

 A oncogenicidade exercida pela proteina E5 foi detectada através da transformação de 

fibroblastos de murinos e queratinócitos humanos (Straight et al, 1993; Valle e Banks, 1995; 

Chen et al, 1996), e também pela sua participação na carcinogênese de pele em camundongos 

transgênicos (Genther et al, 2005; Maufort et al, 2007). Estudos mais recentes demonstraram 

que a presença de E5 sozinha ou em combinação com E6 e E7, contribui para o câncer 

cervical, e que, além disso, o seu potencial parece ser semelhante ou maior que o da proteína 

E6 (Maufort et al, 2010). 

 Os mecanismos em que a oncoproteína E5 está implicada são muitos e se encaixam 

dentro das várias vias de sinalização celular para a proliferação, angiogênese e apoptose. Uma 

das funções mais bem conhecidas é a sua interação com o receptor do fator de crescimento 

epidermal (EGFR), o qual ativa várias destas vias como a Ras-Raf-MAP quinase e a PI3K-

Akt (Dannenberg et al, 2005). A oncoproteína E5 aumenta a quantidade do EGFR nas células, 

pois impede a sua degradação, através da ligação com a ATPase vacuolar, interferindo na 

acidificação endossomal, como mostra a figura 4 (Straight et al, 1995; Dimaio e Mattoon, 

2001). Adicionalmente, na presença do fator de crescimento epidermal (EGF), ela exacerba a 

atividade do receptor, não pelo aumento do número, mas pelo aumento da fosforilação deste 

(Crusius et al, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Interação de E5 de HPV-16 com EGFR e proteínas de membrana. O esquema 

mostra a reciclagem do EGFR para a membrana plasmática e a sua consequente atividade 

constitutiva, favorecida pela ligação de E5 com a ATPase vacuolar. O impedimento do 
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tráfego do MHC-1 para a superfície celular também pode ser explicado pela ligação de E5 a 

fatores reguladores do transporte (BAP31) (Adaptado de Moody et al, 2010). 

 

 A proteína E5 do HPV-16 também pode estimular a proliferação por outros caminhos 

que não o do EGFR, como: pela inibição de dois supressores de tumor (p21 e p27), ambos 

inibidores de cinase dependente de ciclina (CKIs) e, portanto, determinantes da parada do 

ciclo celular (Tsao et al, 1996; Pedroza-Saavedra et al, 2010); e pelo aumento da ativação das 

vias envolvidas com os receptores acoplados a proteína G (ETAR, EP4, EP2) elevando tanto a 

mitogênese, quanto a angiogênese e a invasão celular (Venuti et al, 1998; Oh et al, 2009; 

Chell et al, 2006). A ativação de fatores de transcrição como o AP-1 (Activator Protein-1) e o 

NF-1 (Nuclear factor-1) também é um mecanismo inerente à E5, do qual resulta uma elevada 

expressão da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), relacionada com o desencadeamento da 

inflamação e a formação da prostaglandina E2 (PGE2), que por sua vez está envolvida em 

múltiplos processos que levam à progressão maligna (figura 5) (Dannenberg et al, 2005;  Kim 

et al, 2009; Greenhough et al, 2009). A COX-2 está associada com a baixa sobrevida de 

pacientes com câncer cervical por resistência ao tratamento quimioterápico/radioterápico e 

pelo aumento de metástase linfonodal (Gaffney et al, 2001; Ferrandina et al, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Indução das vias de sinalização por E5 de HPV-16. Alguns dos mecanismos pelos 

quais a proteína E5 ativa cascatas de sinalização para o estímulo da proliferação, angiogênese 

e inibição da apoptose (Adaptado de Kim et al, 2010). 
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 Compreender os processos realizados pela proteína E5 de HPV-16 pode ajudar no 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra o câncer colo de útero. A sua ação 

mais proeminente nos primeiros estágios do processo neoplásico e a sua influência em 

múltiplas rotas decisivas a tornam bastante atrativa como novo alvo para tratamento do câncer 

(Moody e Laimins, 2010; Kim et al, 2010). 

 

2.4. Resposta Imune contra a Infecção pelo HPV 

 

 O sistema imune do trato genital feminino é induzido pelo tecido linfóide associado à 

mucosa (MALT) que é um sistema integrado, onde os linfócitos T e B ou as células 

apresentadoras de antígenos (APCs), ativadas em um determinado sítio podem migrar através 

dos vasos linfáticos para outro sítio efetor na mucosa (Bergquist et al, 1997). O cérvice 

uterino normal é composto por infiltrados de linfócitos (CD4+, CD8+, células plasmáticas); 

APCs, denominadas de dendríticas (CDs) ou de Langerhans (CLs); e macrófagos. Existem 

também os linfócitos intra-epiteliais (LIE) e da zona de transformação (ZT), sendo os CD8+ 

encontrados com mais frequência (Kobayashi et al, 2002; Pudney et al, 2005). As células NK 

(Natural Killer) não são encontradas normalmente, mas estão presentes nas infecções. 

 Além da defesa local, a imunidade sistêmica tem papel fundamental na proteção da 

mucosa do trato genital, uma vez que grande parte das IgG e IgA não são produzidas neste 

sítio (Johansson & Lycke, 2003). No entanto, estudos demonstraram níveis elevados de 

citocinas como a IL-10 e a IL-12, nas secreções do trato genital de mulheres infectadas pelo 

HPV (Castle et al., 2002). A ectocérvice, principalmente a zona de transformação, são os 

principais sítios de indução de resposta imune (figura 6) por concentrarem maior quantidade 

de linfócitos intraepiteliais com potencial citotóxico, células NK e APCs (Lima e Alves, 

2008) 
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Figura 6. Esquema do endocérvice, zona de transformação e ectocérvice. A imunidade local 

da mucosa protege o endocérvice, e a imunidade sistêmica protege a zona de transformação e 

ectocérvice (Adaptado de Palmer et al, 2009). 

 

 A infecção pelo HPV é exclusivamente intraepitelial e, teoricamente, deveria ser 

detectada pelas CLs. Todavia, os locais infectados apresentam um número significativamente 

reduzido destas APCs (Lehtinen et al, 1993; Connor et al, 1999). Estudos mostram que a 

proteína E6 do HPV-16 interfere na interação entre o queratinócito e a CL através da inibição 

da molécula de adesão, E-caderina (Mathews  et al, 2003). A redução no número das CLs e, 

conseqüentemente, a alteração na resposta celular é apenas um dos vários mecanismos 

utilizados pelo vírus para escapar do sistema imune (Kanodia et al, 2007). O próprio tipo de 

ciclo intraepitelial, não-lítico impede o estímulo de sinais essenciais para a resposta imune, 

como a produção de citocinas pró-inflamatórias que ativam a migração das células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (Kupper e Fuhlbrigge, 2004; Stanley, 2006). Além do 

ciclo do vírus ser praticamente invisível ao hospedeiro, as suas oncoproteínas desenvolveram 

mecanismos moleculares para facilitar a evasão ao sistema imune, como: a interferência na 

via interferon de defesa anti-viral  (Herdman et al, 2006; Stanley, 2006; Stanley et al, 2007), a 

redução da expressão do complexo MHC-I (Bottley et al, 2008) e a alteração na expressão do 

receptor tipo toll-9 (TLR- 9), o qual tem um papel essencial no reconhecimento de patógenos 

e na ativação da imunidade inata (Hasan et al, 2007).  

 Apesar dos eficientes métodos de escape desenvolvidos pelo HPV, eventualmente 

muitas das infecções são reconhecidas e eliminadas espontâneamente pelo sistema imune, 

ocasionando alterações citológicas cervicais menores e transitórias ou subclínicas (Munoz, 

2000; Bosh et al, 2002). Há uma estimativa de que 70% das infecções pelo HPV são 
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resolvidas pelo organismo dentro de um ano (Zur Hausen, 1999). Análises imuno-histológicas 

de verrugas genitais que regrediram espontaneamente mostraram um grande infiltrado de 

células T (CD4+ e CD8+) e macrófagos, tanto no estroma, como no epitélio (Stanley, 2006). 

Há evidências de que as células TCD4+ associadas à eliminação são específicas para a 

proteína E2 (Lee et al, 2004). Em pacientes com grandes lesões ou com tumor cervical foram 

encontradas células CD8+ específicas para E6 (Welters et al, 2003; Woo et al, 2010) e E7 

(Kadish et al, 2002). 

Além da imunidade celular, é produzida uma resposta humoral específica para cada 

tipo de HPV, com uma baixa produção de anticorpos dirigidos à principal proteína capsidial 

L1 (Stanley et al, 2008). Esta resposta é lenta com um tempo de soroconversão que varia de 

8-9 meses, e só 50-70% de mulheres com a infecção pelo HPV soroconvertem (Carter et al, 

2002). Mesmo a baixos níveis, os anticorpos podem persistir no organismo de muitas 

mulheres durante 10 anos e com efeito protetor (af et al, 1998; Olsson et al, 2009).  

 

2.5. Estratégias Vacinais contra o Câncer Cervical  

 

O princípio da maioria das vacinas profiláticas utilizadas com sucesso e grande 

aceitação em todo mundo foi descoberto com o vírus da varíola, pelo médico Edward Jenner, 

no ano de 1796 (Henderson, 1997) e baseia-se na inoculação de patógenos mortos ou 

inativados, ou ainda de parte destes, no organismo, para que este desenvolva a proteção 

adequada frente à uma nova investida do agente infeccioso (Kalil et al, 2008). Em relação ao 

HPV, existe uma dificuldade para a montagem de um sistema de propagação em laboratório 

que permita a produção de vírions para fins vacinais (Da Silva et al., 2001), pois o ciclo do 

papilomavírus é dependente da diferenciação completa das células epiteliais (Stanley, 2001).  

 As inovações tecnológicas na area da saúde têm permitido o desenvolvimento de 

algumas estratégias para a prevenção e tratamento das doenças. Nesse contexto, o campo da 

vacinologia prevê excelentes promessas para o controle de diferentes doenças não-infecciosas 

e infecciosas. Dentre as novas abordagens, existem as vacinas utilizando vírus e bactérias 

recombinantes; as vacinas de ácidos nucléicos (DNA e / ou  RNA), de proteínas e peptídeos,  

de células inteiras (baseada em células dendríticas ou células tumorais), as vacinas 

comestíveis, e as compostas por partículas semelhantes aos vírus (vírus-like particles) 

(Bolhassani et al, 2009; Palena et al, 2006). Atualmente, também são estudadas metodologias 

para o engenheiramento das vacinas no sentido de direcioná-las a um tipo de resposta (celular 

ou humoral) ou de torná-las mais eficientes; estas incluem: a identificação de antígenos 
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tumorais, a identificação de epítopos imunodominantes, a otimização da sequência de genes 

e/ou proteínas, e a utilização de sistemas de entrega ou liberação mais eficientes (Bodles-

Brakhop e Draghia-Akli, 2008; Palena et al, 2006).  

 A vacinação para a prevenção da infecção pelo HPV é alvo de estudos que já 

ultrapassam décadas (Stanley, 2010b). A dificuldade de produzir o vírus em laboratório, 

aliado à necessidade de erradicação da doença e ao surgimento de novas tecnologias, 

possibilitou o desenvolvimento de estratégias profiláticas (Muños et al, 2004), já liberadas 

para o mercado, e também terapêuticas, sendo estas mais recentes, e ainda em testes pré-

clínicos e clínicos (Huang et al, 2010).  

 

2.5.1. Vacina Profilática: Virus-like Particles 

 

 A descoberta de que os anticorpos neutralizantes do HPV eram produzidos contra a 

proteína capsidial L1, despertou o interesse da comunidade científica para o desenvolvimento 

das vacinas profiláticas. Até o momento, existem duas vacinas preventivas contra o HPV, 

licenciadas para uso; ambas são compostas por estruturas macromoleculares formadas pelas 

subunidades de L1 e denominadas de virus-like particles ou VLPs, sendo consideradas 

morfologicamente similares às partículas virais selvagens.  

 A segurança e eficiência das VLPs de HPV foi primeiramente testada em modelos 

animais, como: cachorro-COPV (Suzich  et al, 1995), coelho-CRPV (Breitburd  et al, 1995) e 

vaca-BPV-4 (Kirnbauer et al, 1996). Nos estudos clínicos, as VLPs mostraram ser bem 

toleradas e altamente eficazes na prevenção das infecções contra os tipos em questão (Kjaer  

et al, 2009; Paavonen et al, 2009). Todavia, a duração da proteção é algo que permanece 

indefinido, já que os testes de fase III, onde foram observados estes resultados, duraram 

apenas 4 anos (Stanley, 2010b). 

 As vacinas preventivas que estão no mercado, compreendem a “Gardasil ®” (Merck & 

Co, Inc, 2006), composta por VLPs de 4 tipos de HPVs (HPV-6, -11, -16, and -18); e a 

“Cervarix®” (GlaxoSmithKline UK, 2007), que é bivalente pois agrega VLPs dos 2 tipos 

oncogênicos (HPV-16 e -18). A necessidade de produzir vacinas polivalentes está relacionada 

à resposta imune tipo-específica, que é devida ao fato dos epítopos neutralizantes 

imunodominantes de L1 encontrarem-se em regiões hipervariáveis das alças que compõem a 

proteína (figura 7) (Chen et al, 2000). Além disso, os anticorpos neutralizantes reconhecem os 

epítopos conformacionais (não-lineares), contribuindo para uma maior especificidade da 

ligação (Kirnbauer et al, 1992). Mesmo assim, ainda é observada uma fraca reação cruzada 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stanley%20M%22%5BAuthor%5D
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com outros tipos de HPVs que pode levar a efeitos protetores variáveis com uma duração 

potencialmente reduzida (Villa et al, 2005; Harper et al, 2006).  

 A variação geográfica da prevalência dos HPVs de alto risco, também é uma 

implicação no desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Bosch et al, 1995;  Góes et al, 

2008). Globalmente, o HPV tipo 16 é o mais freqüente, seguido pelo tipo 18. No Brasil, no 

que se refere ao segundo tipo mais freqüente, existem variações de acordo com a região: no 

Nordeste encontra-se o 31; no Centro-Oeste, o 33; e nas regiões Norte, Sudeste e Sul, o HPV-

18 (Cavalcanti et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994; Bosch et al, 1995; Gonçalves et al, 1999; 

Noronha et al, 1999; Lorenzato et al, 2000; Guimarães et al, 2008; Baldez da Silva et al, 

2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura da proteína L1 de HPV-16. (A) esquema do capsídio viral formado por 

pentâmeros de L1 (Chen et al, 2000; Modis et al, 2002); (B) Monômero de L1, com as alfa-

hélices (h1-h5) em rosa e as 5 alças marcadas, juntamente com a alça interna (C-D); (C) vista 

topográfica de um pentâmero de L1, onde cada monômero tem uma cor diferente; (D) vista 

lateral do pentâmero, mostrando interações interpentaméricas (seta) entre as α-hélices 

localizadas próximas a porção C-terminal de L1, previamente demonstradas (Bishop et al, 

2007) como essenciais para a montagem do capsídio (Adaptado de Sapp e Bienkowska-Haba, 

2009). 

  

 A semelhança com os vírions nativos, a ausência do genoma viral e a manutenção dos 

epítopos conformacionais para a resposta imune (Da Silva  et al, 2001; Dupuy  et al, 1999; 

Palker  et al, 2001; Breitburd et al, 1995; Suzich et al, 1995), aumentam o interesse na 
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utilização das VLPs para diversas estratégias vacinais. Além do uso como imunógeno direto, 

elas têm sido exploradas como carreadores de peptídeos, DNA e pequenas moléculas que 

podem estar relacionados a outros tipos de doenças (Roy e Noad, 2008). A razão pela qual as 

VLPs são consideradas excelentes carreadores está na facilidade com a qual elas são captadas 

pelas células apresentadoras de antígenos, facilitando a resposta celular e a produção de 

anticorpos (Roy e Noad, 2008). Como exemplo, um estudo com VLPs quiméricas (cVLPs), 

fusionadas à proteína E7, demonstrou que a resposta celular específica contra esta foi 

significativamente aumentada em camundongos (Schafer et al, 1999).  

 As VLPs podem ser obtidas através da produção heteróloga da proteína L1 em 

sistemas de expressão que utilizam células de mamífero (Nakauchi et al, 2008), plantas 

(Varsani et al, 2003), bactérias (Hou et al, 2009), insetos (Zhou et al, 1991) e leveduras 

(Vassileva et al,  2001; Kirnbauer et al, 1992). O domínio destas tecnologias para obtenção 

das VLPs torna possível a realização de estudos mais aprofundados na área da vacinologia 

assim como, na compreensão da infecção pelo vírus (Kanodia et al, 2007; Malboeuf  et al, 

2007; Cubas et al, 2009).   

 

2.5.1.1. Levedura Pichia pastoris como sistema de expressão 

 

 Nos últimos 15 anos, a levedura Pichia pastoris foi extensivamente utilizada para a 

produção de proteínas de interesse acadêmico e biotecnológico, sendo atualmente, o segundo 

sistema de expressão mais utilizado após a bactéria Escherichia coli, primeiramente usada 

neste intuito a 40 anos atrás (Cohen et al, 1973). Segundo estudo baseado em pesquisas de 

citações do banco de dados do PubMed, realizado por Sørensen (2010), o uso de P. pastoris 

cresceu de 4% a 17% entre os anos de 1995 a 2009, enquanto que neste mesmo período o uso 

do sistema E.coli permaneceu constante. 

Pichia pastoris é uma levedura metilotrófica capaz de crescer em meios contendo 

metanol como única fonte de carbono. O fato dela superexpressar a enzima álcool oxidase 1 

(AOX1) que participa desta via metabólica despertou o interesse científico para a sua 

utilização como sistema de expressão de proteínas heterólogas (Cregg et al, 2000). Sendo 

assim, a maioria dos vetores para expressão em Pichia, possuem o promotor forte e induzível 

do gene AOX1 (Daly e Hearn, 2005). A adaptação de técnicas de manipulação genética, como 

a trasformação, já descritas para Saccharomyces cerevisiae, facilitou o uso do sistema. A 

transformação em Pichia geralmente ocorre pela integração do cassete de expressão em locus 
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específico do seu genoma (via recombinação homóloga), o que resulta em transformantes 

geneticamente estáveis (Daly e Hearn, 2005).    

 A maior vantagem de P. pastoris sobre o sistema de expressão em bactérias é o seu 

potencial para fazer as modificações pós-traducionais tipicamente associadas a eucariotos 

superiores e necessárias para a atividade biológica das proteínas, tais como: processamento de 

seqüências sinais, formação de pontes dissulfeto, enovelamento (folding), adição de lipídios, e 

glicosilações (Macauley-Patrick  et al, 2005). Os tipos de glicosilações são as que mais se 

aproximam ao dos mamíferos, com adição de 8-14 resíduos de manoses em cadeias de 

oligossacarídeos (Grinna e Tschoop, 1989), diferentemente da levedura S. cerevisiae que 

adiciona de 50-150 resíduos de manose (Innis, 1989). Além disso, os oligossacarídeos de P. 

pastoris não apresentam glicosilações nas posições α-1,3, as quais tornam muitas das 

proteínas recombinantes produzidas em leveduras inviáveis para uso farmacêutico, uma vez 

que são hiper-antigênicas (Cereghino e Cregg, 2000; Daly e Hearn, 2005).  

 Outro atrativo do sistema que utiliza células de Pichia é a sua habilidade de produzir 

altos níveis de proteínas heterólogas, tanto intracelular, quanto extracelularmente. Desta 

maneira, diversas proteínas, em um número que chega a ser maior que 550, têm sido 

expressas neste sistema, em quantidades satisfatórias (Lin-Cereghino et al, 2006). Entre essas 

proteínas destacam-se: precursor de insulina-1.5 g/L (Wang et al, 2001), albumina sérica 

humana-4 g/L (Cregg et al,1993), fator de necrose tumoral-6 g/L (Dale et al, 1999) e outras 

(Cereghino e Cregg, 2000; Macauly-Patrick et al, 2005). A expressão extracelular é bastante 

utilizada porque esta levedura secreta baixos níveis de proteínas nativas, o que pode 

simplificar o processo de purificação da proteína heteróloga (Rees et al, 1999). Para tal, o 

vetor de expressão deve apresentar uma sequência sinal para a secreção, que geralmente é 

derivada do α-mating factor (fator de acasalamento α) de S. cerevisiae (Kurjan e Herskowitz, 

1982).    

 Embora o promotor AOX1 tenha tido sucesso em numerosas expressões de genes 

heterólogos, outros promotores são atrativos para expressão de certos genes, entre eles GAP, 

FLD1, PEX8, YPT1 (Cereghino e Cregg, 2000; Daly e Hearn, 2005) e PGK1 (de Almeida et 

al, 2005). Promotores para expressão constitutiva como o GAP (gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase) e o PGK1 (3-fosfoglicerato quinase) são ativados em meios contendo metanol, 

glicerol ou glicose; sendo esta última, a fonte de carbono associada a maiores níveis de 

expressão. Genes da via glicolítica são conhecidos por serem altamente expressos, e as 

enzimas correspondentes podem representar 30-60% do total de proteínas solúveis em 

S.cerevisiae (Fraenkel, 1982). Apesar de apresentar vantagens, como a não necessidade da 
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adição periódica de indutor no meio, estes promotores são apropriados apenas para proteínas 

recombinantes que não sejam tóxicas às células (Waterham  et al, 1997; Vassileva et al, 

2001; de Almeida et al, 2005). 

  

2.5.2. Vacina Terapêutica: Vacinas de DNA 

 

 Uma estratégia vacinal dirigida para a prevenção do câncer de colo de útero é muito 

importante no âmbito da saúde pública, entretanto, como existem muitas mulheres já afetadas 

pela doença, uma proposta terapêutica seria prioritária. As duas vacinas preventivas contra o 

HPV (Gardasil e Cervarix) são eficientes para a proteção dos tipos envolvidos, contudo a 

resposta celular induzida pelas mesmas, não é capaz de combater a lesão ou o câncer já 

estabelecidos. Isto pode ser explicado pelo fato de que a imunidade celular é direcionada 

apenas contra L1, reconhecendo apenas a parte superior das lesões ou do epitélio (onde a 

mesma é produzida para liberação natural das partículas). Somado a isso, o HPV é um vírus 

que não provoca viremia, e portanto não expõe as proteínas E que são expressas nas camadas 

basal e parabasal, o que dificulta o reconhecimento dos linfócitos nestas regiões (Doorbar, 

2005).  Consequentemente, é fundamental a busca de diferentes estratégias que foquem os 

principais antígenos atuantes na transformação pelo vírus, assim como as vias celulares 

implicadas (Kim et al, 2010). As oncoproteínas do HPV, expressas precocemente e 

responsáveis pela progressão maligna da lesão, seriam os alvos mais adequados para o 

desenvolvimento de vacinas terapêuticas, pois estimulariam a resposta celular contra as 

células transformadas (Crook  et al, 1989; Huang et al, 2010). 

 Vários estudos de vacinas terapêuticas contra o câncer cervical estão sendo realizados 

e quase todos utilizam as proteínas E6 e E7. Alguns destes já estão em fase pré-clínica e 

clínica e incluem o uso de vacinas de peptídeos ou proteínas, vacinas recombinantes com 

vetores virais vivos, vacinas baseadas em células e vacinas de DNA. Dentre estas várias 

formas, a vacina de DNA têm sido uma candidata bastante atrativa para a imunoterapia 

antígeno-específica, pois além de ser relativamente fácil de produzir, ela oferece segurança 

(pode ser administrada repetidas vezes, sem risco de estimular anticorpos contra o DNA no 

paciente), estabilidade (o DNA é termoestável) e pode expressar altos níveis do antígeno nas 

células onde foram introduzidas (Donnelly et al, 1997; Gurunathan et al, 2000). 

 O princípio de tais vacinas é simples. O DNA que codifica um antígeno vacinal é 

inserido em um vetor viral ou plasmidial que pode ser liberado no organismo por uma 

variedade de rotas (incluindo injeção intramuscular). O retrovírus é uma das principais 
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ferramentas de transferência gênica em mamíferos, sendo explorado em protocolos de terapia 

gênica (Freitas et al, 2002). Porém, vetores retrovirais possuem características que os 

inviabilizam para o processo vacinal, tal como o risco de integração no genoma hospedeiro 

(Freitas, 1997). Os vetores plasmidiais geralmente são constituídos por um promotor 

eucariótico forte, como o CMV (derivado do citomegalovírus) (Montgomery et al, 1994); 

múltiplos sítios de restrição para clonagem; gene de resistência a antibióticos; origem de 

replicação em bactéria e seqüências de poliadenilação, que são capazes de estabilizar os 

transcritos de RNA e translocar este, do núcleo para o citoplasma (Donnelly e Ulmer, 1999). 

Após introdução do vetor vacinal no organismo (figura 8), o antígeno é então produzido 

utilizando a maquinaria transcricional do hospedeiro (Dunham, 2002), sendo capaz de induzir 

ambos os tipos de imunidade: celular e humoral (linfócitos T CD8+ e TCD4+, 

respectivamente) (Dunham, 2002; Henke, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Mecanismo de ativação da resposta imune pela vacina de DNA. Em A, é 

demonstrada a introdução da vacina de DNA, na célula, através de vetor viral e plasmidial. 

Em B, é esquematizada a expressão do antígeno vacinal de forma exógena (passando pela via 

de secreção complexo de golgi-endossomo), o qual é reconhecido diretamente pelos linfócitos 

T CD4+ ou é captado por APCs que degradam o mesmo em peptídeos para apresentação pelo 

MHC-II. Os T CD4+ que reconhecem estes peptídeos iniciam a produção de citocinas para 

ativação de células T CD8+ e para produção de anticorpos pelos linfócitos B. Os anticorpos 

B 
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reconhecem tanto os antígenos extracelulares, quanto os transmembrana. O antígeno 

intracelular é degradado em peptídeos pelo proteossoma, os quais são complexados com o 

MHC-I e reconhecidos pelos T CD8+. A interação dos linfócitos com a célula ocorre através 

do receptor de células T, o TCR (Adaptado de Liu et al, 2003).  

 

 A imunização genética tem sido documentada como uma estratégia efetiva para a 

indução de imunidades humoral e celular em grande número de modelos animais, como: 

ovinos (Chandrachud et al, 1995; Candido et al, 2003), suínos (Gerdts et al, 1997), caninos 

(Suzich et al, 1995), coelhos (Sundaram et al, 1997; Han et al, 1999; Hu et al, 2002), 

camundongos (Kutzler e Weiner, 2008), entre outros. Todavia, alguns estudos mostram baixa 

imunogenicidade, que pode ser explicada pela introdução do material genético em células não 

específicas, e pela incapacidade deste se replicar ou se espalhar pelas células vizinhas in vivo. 

Neste sentido, existem inúmeras pesquisas para potencializar a vacina de DNA, como a 

otimização dos sistemas de entrega do DNA às células, através de métodos físicos 

(eletroporação, biobalística, tatuagem, etc) e químicos (lipossomos, nanopartículas, peptídeos 

catiônicos, etc) (Luo e Saltzman, 2000; Ulmer et al, 2006); além do aprimoramento da própria 

sequência gênica, utilizando: a adaptação de códons para expressão em mamíferos (Ko et al, 

2005); a fusão com outras proteínas que favoreçam a apresentação do antígeno vacinal (Grujic 

et al, 2009; Wang et al, 2004; Xu et al, 2005), e a inserção de moléculas estimulatórias, como 

citocinas e quimiocinas (Rinaldi et al, 2001; Gollob et al, 2000; Perales et al, 2008).  

 Muitas vacinas de DNA para terapia das lesões ou tumores provocados pelo HPV  

estão em estudo. Uma delas é a vacina ZYC-101a (MGI Pharma), que codifica múltiplos 

epítopos (para ativação de linfócitos T citotóxicos - CTL) de E6 e E7, dos HPVs tipos 16 e 

18. Testada através de 3 doses intramusculares, os resultados mostraram que um número 

significativamente maior de lesões dos tipos NIC-2/3, foram resolvidas em mulheres jovens 

(abaixo de 25 anos) quando comparado àquelas que receberam as doses placebo (Sheets et al, 

2003; Garcia et al, 2004). Outro exemplo é o da vacina de DNA denominada de 

Sig/E7detox/HSP70 com a qual foram realizados os testes clínicos de fase I. Esta vacina 

codifica uma sequência sinal, fusionada a uma forma mutada de E7 (E7detox) para perda da 

afinidade com a pRB, e que por sua vez é fusionada à proteína do choque térmico (HSP70). 

Os resultados dos testes, realizados em pacientes que apresentavam lesões de alto grau NIC-

2/3, mostraram uma resposta imune de células citotóxicas (CD8+ T) específica contra E7, 

com ausência de efeitos adversos. A regressão das lesões foi observada em 3 das 9 pacientes 

vacinadas (Trimble et al, 2009).  
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 As vacinas baseadas na oncoproteína E5 também são promissoras. Uma construção 

vacinal constituída pelo vetor adenovirus (AdV) e o gene E5, mostrou a redução do tumor que 

expressava o oncogene, após injeção intramuscular, de apenas uma dose, em camundongos 

(Liu et al, 2000). Outra vacina constituída pelo peptídeo 25-33 de E5 do HPV-16, fusionado a 

motivos CpG mostrou resultados superiores à vacina anterior (AdV-E5) (Chen et al, 2004). 

Motivos CpG são sequências de DNA, ricas em dinucleotídeos citosina-guanina, encontradas 

geralmente em bactérias, capazes de estimular o sistema imune (Krieg, 2002).  

 Estas primeiras análises indicam que E5 é reconhecida pelo sistema imune como um 

antígeno tumoral e reforça a hipótese de que esta oncoproteína seria a melhor candidata para a 

erradicação das lesões pré-malignas, já que a mesma é mais atuante nos estágios iniciais do 

câncer cervical (Kim e Yang, 2006; Kim et al, 2010). 
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3. JUSTFICATIVA 

 

 De acordo com o Ministério da Saúde, são linhas prioritárias, pesquisas que visem 

aumentar a qualidade e expectativa de vida da população. Entre essas prioridades de pesquisa 

se encontra o câncer de colo de útero. No Brasil são esperados 17.540 casos de câncer 

cervical para o ano de 2012, dos quais, 970 em Pernambuco, e 190 em Recife. Apesar dos 

esforços e avanços do país na atenção básica e em todo o Sistema Único de Saúde (SUS), 

reduzir a mortalidade por este tipo de câncer ainda é um desafio. 

 A infecção por HPV de alto risco está diretamente relacionada com o desenvolvimento 

deste tipo de câncer, portanto, é universalmente aceito que a prevenção de infecções por tipos 

de HPV oncogênicos, reduziria a incidência de câncer cervical no mundo. Recentemente, duas 

vacinas contra a infecção pelo HPV baseadas em VLPs foram aprovadas. Todavia, elas 

apresentam um alto custo o que inviabiliza seu uso pelo SUS. Além disso, elas são efetivas 

somente contra os HPVs 16 e 18, excluindo pelo menos 13 outros tipos de alto risco, como o 

31 e 33, prevalentes na região Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, respectivamente. 

 No Brasil, a falta de laboratórios capacitados para a produção e avaliação de novas 

tecnologias em saúde, como as VLPs, representa o principal fator limitante na geração de 

competência para a produção de vacinas contra o HPV. Além do desenvolvimento de 

competência técnico-científica, a produção de VLPs de HPV em células da levedura P. 

Pastoris utilizando um vetor não comercial, facilitaria sua aplicação pelo SUS, uma vez que é 

passível de patente. 

 De outro lado, países em desenvolvimento, como o Brasil, apresentam um grande 

número de mulheres já infectadas pelo HPV, com lesões e risco de desenvolver o câncer. Este 

ponto é de extrema relevância para a investigação de novas estratégias de tratamento, como a 

a vacina de DNA. Neste sentido, a proteína viral E5, que é mais atuante no estágio inicial do 

desenvolvimento das neoplasias cervicais, vem sendo considerada como um potencial alvo 

para a imunização genética contra o câncer cervical. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1. Objetivo geral 

 

Desenvolvimento de estratégias vacinais contra a infecção por papilomavírus humano 

baseada em VLPs, usando um vetor não comercial e imunização genética com o gene E5. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Construir os genes L1 e E5 de HPV-16 para expressão em Pichia pastoris e células de 

mamíferos, respectivamente; 

 Avaliar a expressão do gene L1 otimizado de HPV-16 em Pichia pastoris, sob indução 

do promotor PGK1 constitutivo; 

 Avaliar, in vitro, a construção vacinal baseada no gene E5 otimizado de HPV-16.  
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5. METODOLOGIA 

 

5.1. Estratégia baseada em VLPs: Expressão de L1 de HPV-16 em Pichia pastoris 

5.1.1. Construção do gene L1 otimizado para expressão em Pichia pastoris 

  

  A sequência do gene L1 de HPV-16 (1,5Kb), disponível no banco de dados do NCBI 

(número de acesso GI: 27752860) foi utilizada para adição e marcação de nucleotídeos 

específicos, como: os sítios de restrição XhoI e NotI, a sequencia Kex2 para expressão 

extracelular e as cisteínas, importantes para a formação das VLPs. A sequência com os 

nucleotídeos marcados (figura 9) foi enviada à Epoch Biolabs (USA), a qual sintetizou o 

gene, substituindo os códons pelos preferencialmente utilizados por P. pastoris, e clonando-o 

em vetor pBSK. 

 

                                                                                        

Figura 9. Esquema do gene L1 de HPV-16, enviado para otimização de códons. Os 

nucleotídeos coloridos são os que não deveriam ser modificados no processo de otimização, 

indicados na parte superior da figura. 
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5.1.2. Clonagem do gene L1 de HPV-16 otimizado em vetor pPGK 

 

 Inicialmente, o plasmídio pBSK contendo o gene L1 de HPV-16 otimizado foi 

inserido em células de E. coli DH5 quimiocompetentes (tratadas com cloreto de cálcio) 

segundo o protocolo de Sambrook et al, 1989. Após a transformação foram escolhidas 4 

colônias, as quais foram estriadas em outra placa LB/Ampicilina (100µg/ml) para posterior 

preparação de DNA plasmidial em pequena escala (Sambrook et al, 1989) e confirmação dos 

clones obtidos. A extração de DNA plasmidial em média escala da construção 

pBSK_L1H16ot foi realizada através do Qiagen Plasmid Midi Kit, segundo recomendações 

do fabricante e a partir da qual foi obtida a quantidade necessária para a digestão e purificação 

do gene L1 otimizado. A digestão para liberação e purificação do gene L1H16ot inserido no 

vetor pBSK, foi realizada com uma quantidade de DNA entre 5µg e 10µg, com as enzimas 

XhoI (10u/μl) e NotI (10u/μl) e seus respectivos reagentes da New England Biolabs, em um 

volume final de 10μl, durante 6 horas a 37° C. A purificação do gene foi realizada a partir da 

excisão da banda relacionada em gel de agarose 0,8% com o uso do QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen).   

O vetor para expressão em P.pastoris, contendo o promotor constitutivo do gene 3-

fosfoglicerato quinase (PGK1) foi construído e gentilmente disponibilizado pelo Prof. 

Fernando Araripe Torres da UnB. O vetor pPGK possui uma sequência sinal para a secreção e 

os sítios de restrição para clonagem do inserto (figura 10). A purificação do vetor pPGK foi 

realizada paralelamente à do gene L1, seguindo os mesmos procedimentos citados 

anteriormente, de transformação bacteriana, extrações plasmidiais (pequena e média escala) e 

digestão com as mesmas enzimas de restrição XhoI e NotI. Adicionalmente, antes de purificar 

o vetor, o mesmo foi tratado com a enzima fosfatase alcalina (1u/μl) da New england Biolabs, 

a 37°C, por 45’, no intuito de desfosforilar os sítios digeridos e impedir a sua recircularização, 

aumentando a eficiência de clonagem.  

A reação de ligação foi realizada com os fragmentos purificados, na razão molar de 

1:3, entre vetor e inserto, em um volume final de reação de 10µl. A incubação com a T4 DNA 

ligase (2U/µl) e tampão (10x) da New England Biolabs foi feita durante 20 horas, na 

temperatura de 16°C, seguida da inativação enzimática por 10’, a 65°C. 

 

 

 

 

http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&cd=2&ved=0CCAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.qiagen.com%2Fproducts%2Fplasmid%2FQIAGENPlasmidPurificationSystem%2FQIAGENPlasmidMidiKit.aspx&ei=7INETYDIIoXUgQet-e2cAg&usg=AFQjCNE5bZ2EyQN6ISfRyUNeSjqNSSsI3A
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Figura 10. Esquema do vetor pPGK com o gene L1H16ot inserido. A figura ilustra o gene L1 

otimizado (em vermelho) de HPV-16 inserido no vetor pPGK. A presença da sequência sinal 

para secreção em leveduras (fator alfa) e dos sítios de restrição utilizados (XhoI e NotI) 

também são demonstrados esquematicamente.  

 

5.1.3. Detecção dos clones pPGK_L1H16ot por digestão e PCR 

 

Para análise e confirmação da ligação entre o gene L1 otimizado e o vetor de 

expressão pPGK, foram feitas reações de digestão enzimática e PCR. Os clones 

pPGK_L1H16ot foram submetidos à digestão com as enzimas XhoI e NotI para a liberação 

do inserto. Adicionalmente, foram utilizadas enzimas AccI e SacI que cortam o gene 

otimizado e o vetor, respectivamente. A análise dos sítios de restrição presentes na sequência 

otimizada foi realizada através do programa Web Cutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/).  

As PCRs foram feitas com primers específicos para a sequência do gene L1H16ot e 

para as regiões do vetor que flanqueiam o inserto (tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

Primers Sequência 
Primer L1H16ot Forward 5’- TAGGATCCATGTCATTATGGCTTCCA -3’  

Primer L1H16ot Reverse  5’- CTGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGCAA -3’ 

Primer pPGK Forward 5’ TCATAGTTCATCCCTCTCTCC 3’ 

Primer pPGK Reverse 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ 

Tabela 1. Primers para detecção deL1H16ot 
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O ciclo de amplificação em termociclador seguiu os seguintes passos: desnaturação 

inicial à 95
o
C por 3’; com 35 ciclos de 94

o
C por 1’, anelamento à 58

o
C por 30’’ e extensão à 

72
o
C por 30’’; sendo a extensão final de 72

o
C por 2’. As reações de PCR foram realizadas 

com o GoTaq® Green Master Mix (Promega) 2X (pH 8.5), dNTPs (400µM dATP, 400µM 

dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP) e 3mM de MgCl2, em um volume de reação final de 

15µL. Além disso, os primers foram utilizados na concentração de 0,6μM.  

Os primers pPGK foram utilizados para o seqüenciamento das amostras no Núcleo 

Integrado de Tecnologia (NIT) do CPqAM-FIOCRUZ, utilizando o sequenciador automático 

de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®), de acordo com os padrões previamente 

estabelecidos nesta unidade.  

 

5.1.4. Eletroporação de Pichia pastoris com a construção pPGK_L1H16ot 

 

 Aproximadamente 10µg da construção pPGK_L1H16ot foram linearizadas por 

digestão com a enzima SacI, para possibilitar a integração por recombinação no genoma da 

levedura. Paralelamente, 10 µg do vetor pPGK linearizados, sem inserto, também foram 

transformados para obtenção de um controle negativo da expressão. 

 Para preparação de células eletrocompetentes, foram realizados os seguintes 

procedimentos: uma colônia da levedura P. pastoris X-33 (linhagem tipo selvagem) foi pré-

inoculada em 10mL de YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%), a 250 rpm e  

30ºC, durante 6-8 horas, até ser atingida uma DO600 igual a 3. Um volume de 50µl do pré-

inóculo foi adicionado a 200mL de meio YPD para crescimento overnight ou até atingir uma 

DO600 igual 1.3-1.5. Após alcançada a DO600, a cultura foi centrifugada (3000 rpm por 5`, a 

4ºC) para sedimentação das células e a lavagem do precipitado foi gentilmente realizada por 

pipetagem, através de uma ressuspensão inicial das células em 100mL de água deionizada 

(autoclavada) gelada, seguida de centrifugação e descarte do sobrenadante; a segunda 

ressuspensão do precipitado foi realizada com 50mL de água deionizada estéril, seguindo-se 

de nova centrifugação e descarte do sobrenadante; a última lavagem do precipitado foi 

realizada com 20mL de sorbitol 1M gelado, seguindo-se da última centrifugação e descarte do 

sobrenadante. Ao final, as células foram ressuspendidas em 1mL de sorbitol 1M e mantidas 

sob gelo.  

 Para a eletroporação, os 10µg de DNA previamente linearizados (em um volume de 

10µL) foram adicionados a 80µL de células eletrocompetentes e transferidos para uma cubeta 

de 0.2cm pré-resfriada no gelo por 5`. A cubeta foi inserida no eletroporador (Multiporator 
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Eppendorf) para transformação, seguindo os parâmetros determinados pelo fabricante: 1500 

V por 5ms. Imediatamente após o pulso elétrico, 1 mL de sorbitol 1M gelado foi adicionado a 

cubeta. Em seguida, esse material foi transferido para um tubo estéril de 15 mL e incubado 

por 2 horas a 30ºC, sem agitação. Para aumentar o rendimento da transformação, foi 

adicionado 1 mL de YPD ao tubo, seguido de incubação a 30ºC por 2-3 horas, sob agitação. A 

partir desse material, alíquotas de 10, 25 e 100µL foram semeadas em placas de meio YPDS 

(extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, sorbitol 1M e Agar 2%) contendo 100 

µg/mL de Zeocina para incubação a 30ºC, por 2-5 dias.  

 

5.1.5. Detecção dos clones X33/ pPGK1_L1H16ot por PCR de colônia  

  

 A PCR de colônia com os primers específicos para o vetor pPGK e para o gene 

L1H16ot foi realizada através de uma pequena alçada dos clones (em placa fresca) misturada 

a 25µL de H2O estéril. A mistura foi incubada a 95°C, por 5’e uma alíquota de 4µL do lisado 

foi utilizada para a reação de PCR, preparada com o GoTaq® Green Master Mix (Promega). 

O ciclo de amplificação em termociclador seguiu os seguintes passos: desnaturação inicial à 

95
o
C por 3’; com 35 ciclos de 94

o
C por 1’, anelamento à 58

o
C por 30’’ e extensão à 72

o
C por 

30’’; sendo a extensão final de 72
o
C por 2’.  

 

5.1.6. Triagem de clones para a produção de L1 por Dot Blot e Colony Blot 

 

Após obtenção dos recombinantes X33/pPGK_L1H16ot, foi realizada uma triagem 

inicial para detectar os clones com maior potencial ou com o maior número de cópias do 

cassete de expressão, repicando-os em placas de YPD contendo concentrações mais elevadas 

de zeocina (500µg/ml e 1000µg/ml) e cultivando-os em meio líquido em pequena escala para 

realização do dot blot. Para a indução da expressão, foram inoculados 28 clones (a partir das 

colônias crescidas em meio YPD sólido com 100µg/ml de zeocina) em uma placa de cultura 

de 96 poços, com 1 mL de meio YPD em cada poço. O crescimento foi deixado até 72h, sob 

agitação de 250 rpm, em shaker, a temperatura de 28°C. Após este período de indução da 

expressão, os sobrenadantes foram obtidos utilizando-se uma centrífuga de placa (Eppendorf 

5804), a 10000rpm, por 5’. Um volume de 100µL destas amostras foi aplicado em membrana 

de PVDF 0,45µm (Amersham Hybond-P; GE), aderida ao dispositivo dot blotter, acoplado a 

uma bomba de sucção à vácuo, a qual teve a pressão ajustada para 0,8mbar durante uma hora, 

para sensibilização da membrana. Em seguida, a membrana foi lavada com 100µl de TBS 1X 
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(Tris-HCl 50mM, pH 7.4 e NaCl 150mM) por 5´. Para o bloqueio utilizou-se solução de leite 

5% por 40´ (100µl). O leite foi retirado com o auxílio de uma pipeta Pasteur, seguindo-se 

outra lavagem com TBS 1X por 5´ para aplicação de 30µl do anticorpo CamVir-1 (anti-L1 de 

HPV-16) diluído 1:1000 em leite 5%, e posterior incubação por 1h à 37ºC. Após este período, 

o anticorpo foi retirado e a membrana foi lavada três vezes com solução TBS-Tween (0,05%) 

por 10´. Posteriormente, foi adicionado o anticorpo secundário conjugado a peroxidase, 

diluído 1:2000 em leite 5%. Depois de mais 3 lavagens de 10’, com TBS-Tween (0,05%), a 

revelação foi realizada por quimioluminescência com incubação da membrana em solução do 

substrato que inclui três reagentes: o Luminol (SIGMA-ALDRICH®); o Iodofenol (SIGMA-

ALDRICH®) diluído em DMSO (Merck); e o peróxido de hidrogênio comercial 20 volumes. 

Em seguida a membrana foi utilizada para sensibilizar filmes BioMax Light Film para 

eletroquimioluminescência (ECL) da empresa KODAK. As revelações dos filmes foram 

realizadas com revelador Dektol (KODAK) diluído 1:3 e a fixação por soluções de ácido 

acético.  

Ainda com o objetivo de escolher clones com melhor potencial de expressão, foi 

realizado o colony blot. Este experimento consiste na incubação da membrana de PVDF 

(0,45µm), por um período de 3h, sobre as estrias das leveduras recombinantes (em placa e 

mantidas em estufa 30°C, por 72h). Após este tempo, a membrana é lavada três vezes, por 10’ 

com o TBS-Tween (0,05%). A partir de então, a membrana é bloqueada com leite 5% por 1h. 

O anticorpo CamVir-1 diluído 1:1000 é adicionado à solução de incubação e deixado por 1-2h 

a 2-8°C. As três lavagens, por 10’ com o TBS-Tween (0,05%) são repetidas e à membrana é 

adicionado o anticorpo secundário, conjugado à peroxidase (1:3000) em leite 5%. Após o 

tempo de incubação de 1h, a membrana foi novamente lavada e submetida à revelação por 

quimioluminescência, já citada. 

 

5.1.7. Indução da expressão dos clones X33/ pPGK_L1H16ot em frasco 

 

O pré-inóculo foi feito a partir da colônia recombinante (retirada de placa YPD fresca) 

em 25ml de meio BMGY-Buffered Glycerol-complex Medium (extrato de levedura 1%, 

peptona 2%, tampão fosfato de potássio 100 mM-pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10
-5

%, 

glicerol 1%),  em um Erlenmeyer de 250ml. Após o crescimento overnight (16-18h), a 28°C e 

a 250rpm, a cultura com DO600 de 2-6 foi centrifugada (3000rpm, 5’) para ressuspensão das 

células em 100ml de meio BMGluY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, tampão fosfato de 

potássio 100 mM-pH 6.0, YNB 1.34%, biotina 4x10
-5

%, glicose 2%) ou MD (biotina 4x10
-
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5
%, YNB 1.34%, glicose 2%) em Erlemmeyer de 1L. As condições do crescimento foram as 

mesmas do pré-inóculo. A cada 24 horas (até o tempo de 72h) foram retirados 5 ml do 

sobrenadante para as análises subseqüentes da expresão do gene L1H16ot. O recombinante 

X33/pPGK foi utilizado como controle negativo. Em paralelo, outro protocolo de indução 

utilizando apenas meio BMGluY (sem a etapa de pré-inóculo) foi utilizado. Neste, foram 

aplicadas as mesmas condições de crescimento, anteriormente citadas. 

 

5.1.8. Análise da transcrição do gene L1H16ot através de RT-PCR  

  

 Um dos clones X33/PGK_L1H16ot positivos no dot blot e colony blot, foi selecionado 

para crescimento em frasco de 500ml, com 50ml de YPD. Após 72h do início do crescimento 

e consequente indução da expressão, um precipitado foi obtido a partir de 1ml da cultura para 

a extração do RNA total com o RNeasy Mini Kit (Qiagen). 

O RNAm do gene L1H16ot foi detectado por RT-PCR, usando o kit ImProm-II™ 

Reverse Transcription System (Promega). O produto da amplificação de 500pb foi gerado 

com os primers desenhados para uma região interna do gene sintético: Forward 5’-

GGTCAACCTTTAGGAGTTGG-3’ e Reverse 5’- GACGAACATTTGTTCCCTTCA -5’,  

visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

5.1.9. Precipitação de proteínas do sobrenadante com TCA e acetona 

 

 Para a precipitação das proteínas, foi utilizado 1mL do sobrenadante com 200µl de 

ácido tricloroacético (TCA) 100%. Após incubação a 2-8°C, por 1-3h, centrifugou-se a 

14.000 rpm, por 30’ e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 200µl 

de acetona gelada, centrifugando-se novamente sob as mesmas condições. A etapa de 

lavagem foi repetida por 3 vezes. O precipitado foi secado em centrífuga à vácuo por 10’ e 

ressuspenso em 20µl de tampão de amostra 2x (Tris-HCl, pH 6.8, 200Mm; SDS 4%, β-

mercaptoetanol 4%; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%). 

 

5.1.10. Análise das proteínas por gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)  

 

 As proteínas foram submetidas à separação em gel SDS-PAGE em sistema de 

eletroforese, com corrente constante (20mA) e tampão de corrida 1x (Tris 125mM, Glicina 

0,96M e SDS 0,5%), por 1-2h. Antes da aplicação, as amostras foram fervidas em tampão de 
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amostra 2x, por 5’, no intuito de desnaturar as proteínas. O gel foi preparado segundo 

descrição de Laemmli (1970). A visualização das bandas no gel foi realizada com a incubação 

em solução corante (commassie brilliant blue R-250 0,25%, metanol 45% e ácido acético 

glacial 10%) por 40’-60’, e em seguida em solução descorante (metanol 45% e ácido acético 

glacial 10%). Também foi utilizado o protocolo de coloração por prata, no qual foi utilizado o 

gel descorado (após coloração por comassie). Na primeira etapa o gel foi desidratado com 

etanol 50%, por 3 incubações a 20’. Acrescentou-se o tiossulfato de sódio (0,02%) por 1’, sob 

agitação, seguido de 3 lavagens brandas com água destilada. A solução de nitrato de prata 

(nitrato de prata 0,2% e formaldeído 0,075%) foi adicionada para incubação, sob agitação, por 

30’. Ao término de três lavagens brandas com água destilada, foi acrescentada a solução de 

revelação (carbonato de cálcio 6%, formaldeído 0,05% e solução tiossulfato de sódio 2%) até 

o aparecimento das bandas, com posterior interrupção pela solução de parada (ácido acético 

glacial 13%). 

 

5.1.11. Western Blot da proteína L1 de HPV-16 

 

 Para detecção da proteína L1 de HPV-16 produzida pelos clones recombinantes de 

P.pastoris, o gel SDS-PAGE foi tranferido para a membrana de PVDF 0,45µm em sistema de 

transferência Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, segundo recomendações do 

fabricante. Os protocolos de bloqueio, lavagem, incubação com anticorpo CamVir-1 e 

revelação da reação por quimioluminescência foram os mesmos utilizados para o colony blot, 

descrito no item 5.1.4.1.   

 

5.2. Estratégia baseada em imunização genética: vacina de DNA 

 

5.2.1. Construção do gene E5 de HPV-16 otimizado para expressão em células de 

mamífero 

 

 O gene sintético para expressão em células de mamífero foi construído com base na 

seqüência codificadora da proteína E5 de HPV-16 que apresenta 83 aminoácidos, identificada 

no banco de dados do NCBI (número de acesso NC_001526.1). Foram inseridos na 

sequência: o epítopo AU1 na porção N-terminal para facilitar a detecção imunológica (Lim et 

al., 1990), a seqüência consenso de Kozak para expressão em eucariotos e sítios para as 

enzimas de restrição XhoI e NotI que flanqueiam o gene e permitem a construção da vacina 
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de DNA através da estratégia de subclonagem no vetor pCIneo. A sequência com os 

nucleotídeos marcados (figura 11) foi enviada à empresa Epoch Biolabs (USA), a qual 

sintetizou o gene, substituindo os códons pelos preferencialmente utilizados por mamíferos, e 

clonando-o em vetor pBSK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema do gene E5 de HPV-16, enviado para otimização de códons. Em A, os 

nucleotídeos marcados na sequência do gene E5; em B, uma legenda que identifica: os sítios 

de restrição, o epítopo AU1, a sequência consenso de Kozak para tradução em eucariotos, a 

sequnência do gene E5 e o códon de parada. 

 

5.2.2. Clonagem do gene E5 de HPV-16 otimizado em vetor pCIneo 

 

 Os protocolos para obtenção do gene E5H16ot e também do vetor pCIneo foram os 

mesmos mencionados no item 5.1.2 deste trabalho. Os fragmentos purificados (ambos 

digeridos com as enzimas XhoI e NotI) foram submetidos a uma reação de ligação (volume 

final de 10µl) realizada com a T4 DNA ligase (3U/µl) do RBC Rapid Ligation Kit, sendo 

submetida a 22°C, por 1 hora. Para cada ligação foi utilizada uma concentração padrão de 

100ng/µl do vetor pCIneo. As proporções inserto:vetor foram de 5:1 e 10:1, sendo utilizado o 

cálculo que relaciona o tamanho do inserto com o do vetor:  

 Cálculo Inserto-Vetor, relação de 5:1: 

Concentração do vetor x Tamanho em Kb do inserto x 5 = ng do inserto necessária 

                            Tamanho em Kb do vetor 

 

 

A 

B 
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5.2.3. Detecção dos clones pCI_E5H16ot por digestão e PCR 

 

 A primeira análise dos clones foi feita através da digestão enzimática dos plasmidios 

extraídos dos clones, com as enzimas de restrição utilizadas para a clonagem, XhoI (10u/μl) e 

NotI (10u/μl).  A detecção da ligação do inserto no vetor, também foi realizada por PCR com 

primers que pareiam no pCIneo (tabela 2), assim como com os primers que pareiam na região 

do gene E5H16ot (tabela 3). A análise da orientação deste inserto também foi feita através de 

uma PCR, utilizando numa mesma reação, o primer forward que pareia na região do vetor e o 

primer reverse que pareia no gene. 

 

Tabela 2 . Primers que anelam no vetor pCIneo    

Primers Sequência 

Primer Forward 5’ TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 3’ 

Primer Reverse  5’ GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 3’ 

   

Tabela 3 . Primers que anelam no gene E5H16ot 

Primers Sequência 

Primer Forward 5’ ACGTTACTGGCCGAAGCCGCT 3’ 

Primer Reverse  5’ ATAATATGGCCACAACCATGG 3’ 

  

 O programa usado no termociclador para o gene E5H16ot seguiu a seguinte ordem: 

desnaturação inicial a 94°C por 1’; 35 ciclos de 94°C por 20’’, 50°C por 40’’ e 72°C por 30’’, 

com extensão final de 72°C por 2’ As reações de PCR foram realizadas com o GoTaq® 

Green Master Mix (Promega) 2X (pH 8.5), dNTPs (400µM dATP, 400µM dGTP, 400µM 

dCTP, 400µM dTTP) e 3mM de MgCl2, em um volume de reação final de 15µL. Além disso, 

os primers foram utilizados na concentração de 0,6μM. 

 Os clones positivos nas análises de PCR e digestão foram submetidos ao 

seqüenciamento utilizando-se os primers para o vetor pCIneo. Estes primers pareiam nas 

regiões que flanqueiam o gene de interesse, permitindo a verificação da matriz de leitura do 

inserto. As amostras foram sequenciadas no Núcleo Integrado de Tecnologia (NIT) do 

CPqAM-FIOCRUZ, utilizando o sequenciador automático de DNA ABI Prism 3100 (Applied 

Biosystem®), de acordo com os padrões previamente estabelecidos nesta unidade.  
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5.2.4. Transfecção da construção pCI_E5H16ot em células eucarióticas in vitro 

  

 O vetor vacinal com o gene E5H16ot foi transfectado em células eucarióticas HEK-

293 (Human embrionic kidney cell), cultivadas em meio DMEM completo (Dulbecco's 

Modified Eagle's Médium-Invitrogen®) constituído de: soro bovino fetal 10% (Gibco®); 

penicilina/estreptomicina 1% (Gibco®) e L-glutamina 1% (Sigma®). As células foram 

transfectadas após atingirem uma confluência de aproximadamente 80%, em placa de cultura 

de 6 poços (33,7mm), preparadas 24h antes, para uma concentração de 6x10
5
 células/mL. O 

protocolo seguiu as instruções sugeridas pelo fabricante do Polyfect Transfection Reagent 

(Qiagen
®

): homogeneização das células com 4µg da construção pCI_E5H16ot e 8µl do 

reagente para incubação por 10’; adição de 300µl de meio DMEM apenas acrescido de soro 

fetal bovino 10%; transferência de 408µl desta mistura para cada poço da placa de cultura e 

incubação por 4h em estufa 5% de CO2, 37ºC. Em seguida, foi retirado o meio anterior e 

adicionado o meio DMEM completo para a manutenção celular e incubação por 48 horas. As 

células também foram transfectadas com o plasmídeo pCIneo vazio, utilizado como  controle 

negativo. 

 

5.2.5. Análise da transcrição do gene E5H16ot através de RT-PCR  

 

As células transfectadas, nas condições já descritas, foram cultivadas por 48h no 

objetivo de obtenção do RNA total e consequente detecção da presença do RNAm do gene 

heterólogo. Para isso, foi utilizada uma placa de 6 poços: dois poços com apenas células 293, 

outros dois com o vetor vazio pCI-neo e mais dois, com o pCI_E5H16ot. As duas primeiras 

situações foram utilizadas como controle negativo. Após 48 horas da transfecção, o meio 

DMEM foi retirado e o material restante lavado 1 vez com 1ml de PBS1X estéril. Em 

seguida, foram acrescentados 500µl de tripsina, com incubação por 30 segundos a 37ºC. Para 

inativação da tripsina foi acrescentado 1 ml de meio DMEM completo e o volume referente 

aos dois poços de cada situação foram transferidos para tubo falcon de 15ml para 

centrifugação a 1500 rpm, por 10’. O precipitado foi guardado a -80ºC para posterior extração 

do RNA.  

 A extração foi realizada de acordo com as instruções do RNeasy Mini kit (Qiagen). 

Todas as amostras foram tratadas com a enzima DNase (Promega), por 1h, a 37°C para 

garantir a ausência de DNA contaminante, e consequentemente, os resultados falsos-

positivos. Após esta etapa, 4µl do RNA tratado foram utilizados para a síntese do cDNA com 
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o kit ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega). Para cada amostra testada, foi 

realizada uma reação controle, sem transcriptase, para confirmar a ausência de DNA 

contaminante. O programa em termociclador consistiu de 3 ciclos: 25ºC por 5’, 42ºC por 1h e 

70ºC por 15’.   

A amplificação do cDNA foi feita através da RT-PCR, utilizando-se 4,75μl de cDNA, 

0,75μl de cada primer (10pmol/ μl), e 6,25μl do GoTaq® Green Master Mix (Promega), para 

um volume final de 12,5μl de reação. Os primers utilizados foram os mesmos utilizados na 

detecção dos clones e pareiam nas extremidades do gene E5H16ot, resultando em um produto 

de amplificação de 280pb. O programa usado no termociclador foi: desnaturação inicial a 

94°C por 1’; 35 ciclos de 94°C por 20’’, 50°C por 40’’ e 72°C por 30’’; extensão final a 72°C 

por 2’.  

 

5.2.6. Imunoprecipitação da proteína E5H16  

 

 A presença de E5 no meio intracelular foi analisada pela imunoprecipitação, a partir da 

transfecção da construção pCI_E5H16ot, de 6 x 10
5 

células, em placa de cultura de 100mm, 

com uma confluência de 80%, usando o anticorpo monoclonal AU1. Como controle negativo, 

as células foram transfectadas com o vetor vazio pCI-neo e também foi utilizado o extrato 

celular da célula HEK-293. Após 48 horas, as células foram mantidas no gelo, lavadas três 

vezes com tampão PBS1X gelado e incubadas por 5’ com 1mL do tampão de 

radioimunoprecipitação (RIPA)  [20mM MOPS (ácido morfolino propanosulfônico) 150mM 

NaCl, 1mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1% Deoxicolato e 0,1% Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS), pH 7.0] e coquetel de inibidores de proteases (Roche). As células foram transferidas 

para microtubo, homogeneizadas em vórtex por 2’ e centrifugadas a 8.000rpm por, 5’. Foram 

transferidos 500µL do sobrenadante para outro microtubo, no intuito de incubá-lo com o 

anticorpo primário anti-AU1 (Covance), diluído 1:150, em rotação constante, por 1h, a 4ºC. 

Foi adicionado 25µL da suspensão da proteína A-Sefarose CL-4B (Invitrogen) e incubado por 

mais 1h, a 4ºC na mesma rotação. O imunocomplexo foi lavado 4 vezes com 500µL do 

tampão RIPA gelado, ressuspendido em 40µL de tampão de amostra 2X (10% SDS, 1M Tris-

HCl  pH6.8, glicerol, água e 2-Mercaptoetanol) e aquecido por 5’, a 95ºC. As amostras foram 

analisadas em gel SDS-PAGE 15%.  
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5.2.7. Western Blot da proteína E5 de HPV-16  

 

  Após a imunoprecipitação, as amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% 

(250V e 30mA) e transferidas por 30 minutos (25V e 400mA) para membrana Immobilon-P 

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

segundo recomendações do fabricante. O western blot teve início com o bloqueio da 

membrana, durante 1h, em solução PBS 1X-Tween (0,05%) com leite 5%. Em seguida, foi 

adicionado o anticorpo monoclonal contra o epitopo AU1, diluído 1:500 em solução PBS 1X-

Tween (0,05%) com leite 1%, para incubação por 1h, sob agitação. Subsequentemente, depois 

de lavada 3x, por 10’ com PBS 1X-Tween (0,05%), as membranas foram incubadas com 

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

ImmunoResearch®), também por 1h, sob agitação. Após mais 3 lavagens de 10’ a membrana 

foi submetida à revelação por quimioluminescência com o uso do ECL kit (Amersham, 

England, UK®).  
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6. RESULTADOS  

 

6.1. Estratégia baseada em VLPs: Expressão de L1 de HPV-16 em Pichia pastoris 

6.1.1. Obtenção do gene L1 de HPV-16 otimizado  

 

 Após recebimento da sequência otimizada para expressão em Pichia pastoris de L1 de 

HPV-16, sintetizado pela empresa Epoch Biolabs, foi realizado um alinhamento desta (figura 

11) com a sequência selvagem de L1 depositada no NCBI (número de acesso GI: 27752860), 

no intuito de detectar o grau de modificação após a substituição de códons originais para os 

preferenciais de Pichia pastoris. A sequencia otimizada apresentou 22% de diferença em 

relação à selvagem. Esta análise foi realizada com a ferramenta Nucleotide Blast 

disponibilizada pelo NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 
CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGTCATTATGGCTTCCATCCGAAGCTACTGTTTATTTACCACCTGTTCCTGTTTCTAA

GGTCGTCTCTACTGACGAGTATGTGGCAAGAACTAATATTTATTACCATGCTGGTACCTCCAGATTGCTGGCTGTCGGACACC

CATATTTCCCAATCAAGAAACCTAACAACAATAAAATATTAGTGCCTAAAGTCTCAGGTTTGCAATACAGAGTGTTTAGAATA

CATTTACCAGACCCAAATAAATTCGGATTCCCAGATACATCTTTCTATAACCCAGATACACAGAGACTGGTTTGGGCATGCGT

TGGTGTTGAAGTGGGTAGGGGTCAACCTTTAGGAGTTGGAATTTCTGGACATCCATTGTTGAATAAATTGGATGATACAGAAA

ATGCTTCCGCATACGCCGCTAATGCCGGTGTCGACAATAGAGAGTGTATTTCTATGGACTACAAGCAGACACAATTATGTCTG

ATAGGTTGCAAACCACCTATAGGTGAACACTGGGGTAAAGGTTCTCCTTGTACCAACGTCGCCGTTAATCCTGGTGACTGCCC

ACCATTAGAATTAATTAACACCGTCATCCAAGACGGTGACATGGTTGATACTGGTTTCGGAGCAATGGATTTTACTACATTAC

AGGCAAATAAGTCTGAGGTCCCATTGGACATTTGCACCTCTATTTGTAAGTACCCAGATTATATCAAGATGGTTTCCGAACCA

TACGGAGATTCTCTGTTCTTTTATCTTAGAAGGGAACAAATGTTCGTCAGACACTTGTTCAATAGAGCTGGTGCAGTTGGTGA

AAACGTGCCAGATGATCTGTACATTAAAGGATCAGGATCTACAGCCAACTTGGCATCCTCCAACTACTTTCCTACTCCTTCCG

GTTCTATGGTTACCTCTGACGCTCAAATCTTCAATAAGCCATACTGGTTGCAGCGTGCTCAAGGACACAATAACGGTATTTGT

TGGGGTAACCAACTGTTTGTGACCGTTGTTGACACTACAAGGTCTACCAATATGTCATTATGTGCTGCCATCTCTACTTCAGA

AACAACCTACAAGAACACAAACTTTAAGGAATACTTGAGACACGGTGAGGAGTACGACCTTCAGTTCATATTTCAATTGTGTA

AAATTACCCTTACCGCTGATGTTATGACTTACATACATTCAATGAACTCCACCATCCTGGAAGATTGGAACTTTGGTCTTCAG

CCTCCACCAGGAGGTACCTTGGAGGATACATACAGATTCGTGACATCACAAGCTATCGCTTGTCAAAAGCATACTCCACCTGC

CCCAAAGGAGGACCCTCTGAAGAAGTACACTTTCTGGGAGGTTAACTTGAAAGAGAAGTTTTCAGCTGATTTGGATCAATTTC

CTTTGGGAAGAAAGTTCTTGCTTCAGGCTGGACTTAAAGCCAAGCCTAAATTCACTCTTGGAAAACGTAAAGCTACTCCTACT

ACTTCCTCAACTTCAACTACTGCTAAGCGTAAGAAACGTAAGTTGCATCATCATCATCATCATTAAGCGGCCGC 

 

Figura 12. Sequência do gene L1H16ot. Em azul são mostrados os nucleotídeos referentes aos 

sítios de restrição, à sequência Kozak, à cauda de histidina, ao códon de parada e às cisteínas 

importantes na formação das VLPs (TGT). Em preto, a sequência do gene onde houve a troca 

de 22% dos nucleotídeos para os preferencialmente utilizados em Pichia. 

 

6.1.2. Clonagem do gene L1 de HPV-16 otimizado em vetor PGK 

 

 A construção pBSK_L1H16ot, foi transformada em células de E.coli DH5α para 

posterior extração plasmidial e digestão (figura 13A), no intuito de obter uma quantidade 

suficiente do gene L1 purificado (figura 13B) para clonagem no vetor de expressão. 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 13. Purificação de L1H16ot. Em A, mega digestão do pBSK_L1H16ot para liberação 

do inserto; M: marcador 1kb (Promega); 1: digestão com as enzimas XhoI e NotI. Em B, gene 

L1H16ot purificado; M: marcador 1kb (Ludwig); 1: gene L1H16ot. Gel de agarose 0,8%, 

corrida a 75V e 100V, respectivamente. 

 

 O vetor de expressão pPGK foi digerido com as enzimas XhoI e NotI, resultando na 

liberação do gene do fator de crescimento epidermal (EGF), o qual estava clonado na 

construção recebida (figura 14A). A figura 14B mostra o vetor pPGK purificado. 

 

 

 

K 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Purificação do vetor pPGK. Em A, digestão da construção pPGK_EGF para 

liberação do vetor; 1: construção pPGK_EGF digerida com XhoI e NotI; M: marcador 1kb 

(Ludwig). O vetor de expressão de aproximadamente 3,0Kb é visualizado em B; M: marcador 

1kb (Promega); 1: vetor pPGK. Gel de agarose 0,8%, corrida a 100V. 
 

A obtenção da construção PGK1_L1H16ot foi confirmada através de digestão e PCR. 

A digestão enzimática com as enzimas XhoI e NotI liberou o fragmento esperado, de 1,5Kb 

(figura 15A). Adicionalmente, as enzimas AccI e SacI também foram utilizadas para a 

digestão de sítios já conhecidos nas sequências do inserto e do vetor, respectivamente. A SacI 
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linearizou os vetores (sem inserto-3,0Kb e com inserto-4,5Kb) nos tamanhos esperados e a 

AccI liberou a banda de 593pb, indicando, deste modo, a correta orientação do inserto no 

vetor de expressão pPGK (figura 15B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Confirmação dos clones pPGK_L1H16ot por digestão enzimática. Em A, digestão 

com enzimas XhoI e NotI visualizada em gel de agarose 0,8%, corrida a 100V.; M: Marcador 

1Kb (Fermentas); 1: L1H16ot purificado; 2: vetor pPGK purificado; 3-8: liberação do inserto 

a partir do DNA plasmidial de 6 clones. Em B, digestões com enzimas SacI e AccI 

visualizadas em gel de agarose 2%, corrida a 100V; M: Marcador 1Kb (Fermentas); 1: vetor 

pPGK sem inserto (3,0Kb), linearizado com SacI; 2 e 3: linearização do DNA plasmidial de 2 

clones com SacI (aproximadamente 4,5Kb); 4-10: digestão com a enzima AccI a partir do 

material genético de 7 clones, liberando um fragmento de 593pb da sequência otimizada do 

gene L1 de HPV-16. 

 

 Os fragmentos amplificados por PCR, tanto com os primers específicos para a 

sequência otimizada de L1, quanto com os primers para as regiões flanqueadoras, presentes 

no vetor de expressão também confirmaram a correta integração L1H16ot no vetor pPGK 

(figura 16). 
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Figura 16. Confirmação dos clones pPGK_L1H16ot por PCR. M: Marcador 1Kb (Fermentas); 

1: gene L1H16ot purificado; 2: controle positivo da reação; 3-7: bandas referentes à 

amplificação com os primers para sequencia otimizada do gene L1 (no gel, um pouco menor 

que o gene L1 purificado, pois o primer L1H16ot Forward anela após os 30 primeiros 

nucleotídeos da sequência otimizada); 8: controle negativo da reação; 9-13: bandas referentes 

à amplificação com os primers PGK Forward e L1H16ot Reverse; 14: banda referente à 

amplificação com os primers PGK Forward e PGK Reverse que anelam nas regiões 

flanqueadoras do inserto (apenas um clone foi escolhido). Os resultados foram visualizados 

em gel de agarose 0,8%, após corrida a 100V.  

 

6.1.3. Obtenção dos clones X33/pPGK_L1H16ot 

 

 Os clones em célula de Pichia pastoris foram devidamente selecionados através do 

crescimento em placas com o antibiótico zeocina. Inúmeras colônias foram obtidas, mas 

apenas algumas foram repicadas em outra placa com zeocina (figura 16), para as análises 

posteriores. Uma PCR de colônia foi realizada com 4 clones, para confirmação da inserção do 

cassete de expressão no genoma da levedura (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Clones X33/pPGK_L1H16ot. Em A, uma placa de YPD contendo 500µg/mL de 

zeocina, com estrias de algumas das colônias obtidas pela eletroporação. Em B, a confirmação 

da integração do cassete de expressão no genoma de P.pastoris por PCR de colônia. M: 

Marcador 1Kb Fermentas; 1-4: clones amplificados com os primers que anelam no vetor 
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pPGK (regiões que flanqueiam o gene L1H16ot); 6: controle positivo da PCR (vetor 

pPGK_L1H16ot). 

 

6.1.4. Detecção da trascrição do gene L1H16ot em células de Pichia pastoris 

  

 Para análise da transcrição, um clone foi selecionado para extração de RNA total e 

detecção do RNAm do gene L1H16ot. A amplificação do fragmento de 500pb (região interna 

do gene), resultante dos primers desenhados para a RT-PCR, com base na sequencia 

otimizada (figura 18), foi visualizada em gel de agarose 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. RT-PCR de clone X33/ PGK_L1H16ot. M1: marcador de 100pb (Ludwig); 1: 

Controle positivo da reação; 2 e 3: duplicata do cDNA amplificado, do clone X33/ 

pPGK_L1H16ot; 4: controle negativo da síntese de cDNA, com ausência da transcriptase 

reversa; 5: controle negativo da reação de PCR (branco); M2: marcador de 1Kb (Fermentas). 

 

6.1.5. Visualização das proteínas dos clones por SDS-PAGE 

 

 Após precipitação das proteínas por TCA, dos sobrenadantes dos clones induzidos, as 

mesmas foram aplicadas em gel SDS-PAGE e submetidas à coloração por prata. No perfil 

apresentado, a banda de 55KDa referente à proteína L1 de HPV-16 não pôde ser evidenciada 

com precisão (figura 19). 
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Figura 19: Proteínas visualizadas por SDS-PAGE. M: marcador de peso molecular 

(PageRuler Prestained Protein Ladder-Fermentas); 1: proteínas precipitadas por TCA a partir 

de sobrenadante do controle negativo X33/pPGK; 2: proteínas precipitadas por TCA a partir 

de sobrenadante do clone X33/pPGK_L1H16ot. Nos poços 1 e 2 foram aplicados 20µl da 

amostra. As proteínas foram precipitadas a partir do sobrenadante do tempo de 72 horas de 

indução. 

 

6.1.6. Detecção da proteína L1H16 por Dot Blot e Colony Blot 

 

 A detecção da proteína L1 com anticorpo CamVir-1, foi possível, inicialmente, pelos 

ensaios de dot blot (utilizando o sobrenadante dos clones) e colony blot (utilizando as 

linhagens recombinantes repicadas em placa). A expressão do gene L1H16ot foi satisfatória 

apenas para alguns clones, demonstrada pela presença da proteína recombinante no meio 

extracelular, como observado nas figuras 20 e 21, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Dot Blot de clones X33/ PGK_L1H16ot. Em cada poço do blotter foram aplicados 

100μl do sobrenadante dos clones crescidos em deep well, assim como do controle negativo 

(X33/pPGK1), representado na figura como a amostra 8C. Para alguns clones foi observada 

ausência de reação, como por exemplo, o clone 4A.  

Controle Negativo 

35KDa 

55KDa 

70KDa 

         M        1            2 



 

 43 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Colony Blot de clones X33/ PGK_L1H16ot. Ambas as placas A e B, apresentam 

reações específicas nos clones, assim como a ausência de reação nas estrias do clone negativo 

(X33/pPGK1). Semelhantemente ao dot blot, em certos clones (presentes na placa B) não foi 

detectada a expressão de L1. 

 

6.1.7. Detecção da proteína L1H16 por Western Blot 

 

 Alguns clones foram selecionados para expressão em frasco, com base nos resultados 

provenientes do dot blot e do colony blot, para realização do Western blot. Neste último 

experimento foram utilizadas as amostras precipitadas (1ml do sobrenadante) por TCA. A 

figura 22 demonstra uma reação específica nas amostras dos clones, após incubação com 

anticorpo CamVir-1 (anti-L1 de HPV-16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Western Blot da proteína L1H16. A figura mostra os proteínas precipitadas dos 

clones, M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder-Fermentas); 

1a e 1b: proteínas precipitadas nos tempos de 24 horas (T24) e de 72 horas (T72) do clone 1; 

2a e 2b: proteínas precipitadas dos T24 e T72 do clone 2; 3a e 3b: proteínas precipitadas dos 
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T24 e T72 do clone 3; 4a e 4b: proteínas precipitadas dos T24 e T72 do clone 4; 5a e 5b: 

proteínas precipitadas dos T24 e T72 do controle negativo (X33/pPGK). Em cada poço foram 

aplicados 20µl de amostra. A área contornada em verde, mostra regiões mais intensas, 

correspondentes à proteína L1, de massa molecular de 55KDa. 

 

6.2. Estratégia baseada em imunização genética: vacina de DNA  

 

6.2.1. Obtenção do gene E5 de HPV-16 otimizado 

 

 O gene E5 de HPV-16 foi devidamente sintetizado pela empresa Epoch Biolabs, com 

os códons otimizados para expressão em células de mamífero. A sequência do gene otimizado 

(figura 23) foi alinhada com a sequência do gene E5 selvagem de HPV-16 para identificação 

do grau de modificação após a síntese do gene. A sequência otimizada apresentou 27% de 

diferença em relação à sequência selvagem. Esta análise foi realizada com a ferramenta 

Nucleotide Blast disponibilizada pelo NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

CTCGAGGCCACCATGGACACCTATCGCTATATATACTGCATTCACAATATAACCGGTGTCCTGTTCGCACTGCTC

TGCGTGCTCCTCTGCGTTTGTCTGCTGATACGGCCTCTCCTGCTGTCAGTGTCTACTTACACAAGTCTCATTATC

CTGGTGCTGCTGCTGTGGATCACAGCAGCCTCCGCCTTTAGATGTTTTATCGTTTATATCATTTTCGTGTATATA

CCACTGTTTCTGATCCATACCCATGCAAGATTCCTGATCACAtgaGAATTCGCGGCCGC 

 

Figura 23. Sequencia do gene E5H16ot. Em azul são mostrados os nucleotídeos referentes aos 

sítios de restrição, à sequência Kozak, ao epítopo AU1 para detecção, e ao códon de parada. 

Em preto, a sequência do gene onde houve a troca de 27% dos nucleotídeos para os 

preferencialmente utilizados em mamíferos. 

 

6.2.2. Clonagem do gene E5 de HPV-16 otimizado em vetor vacinal pCIneo 

 

A digestão da construção pBSK_E5H16ot foi realizada para liberação e posterior 

purificação do inserto E5H16ot (figura 24).  
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Figura 24. Purificação do gene E5H16ot. Em A, mega digestão do pBSK; M: marcador 1kb 

(Promega); 1: mega digestão com as enzimas XhoI e NotI. Em B, gene E5H16ot purificado; 

1: gene E5H16ot; M: marcador 50pb (Ludwig). Gel de agarose 1%, corrida a 75V e 100V, 

respectivamente.  

 

 Para possibilitar a ligação do gene E5H16ot no vetor vacinal pCIneo, o mesmo foi 

purificado, após digestão com as mesmas enzimas (figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Vetor vacinal pCIneo purificado. M: Marcador 1kb (Promega); 1: vetor pCIneo 

visualizado em gel de agarose 2% e corrida a 100V. 

  

 Após obtenção do gene e do vetor purificados, os mesmos foram submetidos a 

reações de ligação. Os clones recombinantes de E.coli DH5α foram obtidos e a primeira 

análise para confirmação foi feita através de digestão enzimática dos plasmídios extraídos que 

resultou na liberação do inserto de 280pb referente ao gene E5H16ot (figura 26).  
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Figura 26. Detecção de clones pCI_E5H16ot por digestão enzimática. M1: marcador 1kb 

Promega; linha 1: vetor pCIneo linear utilizado como controle; linhas 2-6: construções 

pCI_E5H16ot digeridas, mostrando a liberação do inserto E5H16ot; linha 7: gene E5H16ot 

purificado, utilizado como controle; M2: marcador 50pb Ludwig. Corrida em gel de agarose 

2%, a 100V. 

 

 O material genético dos clones positivos nas reações de digestão foi submetido à 

uma PCR (figura 27), tanto com os primers desenhados para a sequência otimizada de 

E5H16, quanto para as regiões que flanqueiam o gene, presentes no vetor pCIneo. Em uma 

mesma reação também foram utilizados os primers Forward para o vetor pCI e Reverse para 

o gene E5H16ot, no intuito de verificar a orientação correta do inserto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Detecção de clones pCI_E5H16ot por PCR. M: marcador 50pb Ludwig; 1: 

controle positivo da reação de PCR utilizando o vetor vazio pCIneo; 2: controle positivo da 

reação de PCR, utilizando uma construção conhecida com o gene E5 de BPV clonado em 

pCIneo; 3-7: amplificação do gene E5H16ot inserido no vetor pCIneo (480pb = região 

amplificada do vetor pCIneo de 200bp, adicionada da região de 280pb relativa ao gene 

E5otH16); 8: PCR do clone E5H16pCI com primers para o gene E5H16 otimizado; 9: PCR 

do clone com primer Forward  para o vetor pCI e primer Reverse para o gene E5H16ot; 10: 

gene E5H16ot purificado; 11: marcador 50pb Ludwig. Corrida em gel de agarose 2%, a 

100V. 
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6.2.3. Detecção da trascrição do gene E5H16ot em células HEK-293 

 

 A amplificação do gene E5H16ot através da RT-PCR mostrou que a sua transcrição 

estava ativa nas células HEK-293 transfectadas. Para os controles negativos da reação foram 

utilizados, tanto os cDNAs das células transfectadas com o vetor vazio pCI-neo, quanto das 

células 293 sem vetor. Além disso, para descartar a possibilidade de contaminação das 

amostras de RNA total com DNA, uma reação de síntese de cDNA sem a transcriptase 

reversa foi realizada (figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. RT-PCR de células transfectadas com a construção pCI_E5H16ot. M: marcador 

GeneRuler™ 100 pb DNA Plus (Fermentas); 1: amplificação do cDNA do gene E5H16ot 

(280pb); 2: cDNA das células transfectadas apenas com o vetor pCIneo; 3: controle negativo 

com o cDNA de células 293 sem vetor; 4-6: controle sem transcriptase reversa dos poços 1,2 

e 3 respectivamente; 7: controle negativo da reação de PCR (branco). 

 

6.2.4. Western Blot da proteína E5 de HPV-16  

 

 O lisado das células transfectadas foi submetido à imunoprecipitação e Western blot 

(figura 29) para detecção da proteína E5 de aproximadamente 10-12kDa, através do anticorpo 

contra o epítopo AU1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

300pb 

500pb 

M      1    2    3   4    5    6   7      



 

 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Western blot da proteína E5 de HPV-16. No poço 1: imunoprecipitação de extrato 

protéico (pós-transfecção da construção pCI_E5H16ot) proveniente de 2 placas (12 poços de 

33,7mm, com 6 x 10
5
 células cada). A seta vermelha, mostra revelação de uma banda na 

altura de aproximadamente 10kDa, correspondendo a proteína de interesse. Em 2: 

imunoprecipitação de extrato protéico pós-transfecção da construção pCI_E5H16ot 

proveniente de 1 placa (6 poços de 33,7mm, com 6 x 10
5
 células cada); em 3: controle 

negativo da imunoprecipitação utilizando extrato protéico imunoprecipitado, pós transfecção 

com o vetor pCI-neo sem inserto; M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained 

Protein Ladder-Fermentas). P e L correspondem às cadeias pesada e leve do anticorpo 

primário AU-1 (presente no complexo imunoprecipitado), reconhecidas pelo anticorpo 

secundário (Lal et al, 2005). 
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7. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, o gene L1 de HPV-16 otimizado foi integrado no genoma de Pichia 

pastoris, através de um vetor de expressão não comercial, com objetivo de obtermos uma 

elevada produção da proteína e consequente formação das VLPs vacinais contra o HPV. Além 

disso, construímos um vetor vacinal de DNA baseada no oncogene E5 do mesmo tipo viral, 

como uma estratégia de terapia contra as infecções já estabelecidas e, portanto, contra o 

desenvolvimento do câncer cervical.  

A prevenção contra a infecção pelo HPV através do uso de técnicas clássicas como a 

utilização de microrganismos mortos ou atenuados é uma tarefa bastante complexa, já que a 

montagem de um sistema in vitro para obtenção destes vírions é inviável (Stanley, 2001; Da 

Silva et al., 2001). Neste sentido, as pesquisas na área da biotecnologia focaram o 

desenvolvimento da vacina de subunidade recombinante para o papilomavírus, baseada na 

produção heteróloga da proteína imunodominante, L1 (Frazer, 1997). Deste modo, um dos 

focos deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de produção desta proteína 

capsidial, capaz de se arranjar em VLPs que conferem proteção à infecção. A escolha de 

P.pastoris como sistema de expressão teve como base, sua capacidade em produzir vários 

tipos de proteínas, em níveis elevados, de modo relativamente simples e de baixo custo 

quando comparado a outros, fazendo deste, um dos sistemas mais atrativos para a produção 

industrial (Cregg et al, 2000; Cereghino e Cregg, 2000; Balamurugan et al, 2007). Esta 

levedura tem sido utilizada para a produção industrial de vacinas e terapêuticos, como o 

antígeno de superfície da hepatite B e a glicoproteína D de herpesvírus bovino (Cereghino e 

Cregg, 2000). 

Embora a eficiência em expressar variados genes, alguns trabalhos relatam a 

necessidade de substituição de códons raros no gene heterólogo pelos preferencialmente 

utilizados (codon usage) em P.pastoris (Byrne et al, 2000; Valencik & McDonald, 2001; 

Massaer et al, 2001), o que garante uma tradução eficiente pela levedura, elevando para até 20 

vezes os níveis de produção (Outchkourov et al, 2002; Teng et al, 2007). Alguns trabalhos 

demonstram a expressão do gene L1 de HPV-16 em P.pastoris, mas os resultados iniciais 

mostram baixos níveis de expressão, insuficientes para a formação das VLPs (Coimbra et al, 

2007; Kotzé et al, 2011). Segundo Bazan et al. (2009) e Li et al. (2003), a expressão deste 

gene em P.pastoris, foi elevada após a otimização dos códons no gene viral. Neste trabalho, a 

otimização do gene L1 para expressão no sistema de Pichia, proporcionou um aumento na 
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produção da proteína, pois foi possível detectá-la não só por dot blot (Coimbra et al, 2011), 

mas por colony blot e western blot, demonstrando que a mesma foi secretada pelo sistema de 

expressão.  

Contudo, no trabalho de Bazan et al.(2009), além da otimização dos códons no gene, é 

demonstrado que o aumento na produção de L1 só foi possível com o uso de vetores do tipo 

epissomal. Sabe-se que para uma produção em larga escala, vetores epissomais não são 

indicados, uma vez que eles podem ser perdidos após sucessivas divisões mitóticas, pois 

como não estão integrados no genoma da levedura, podem ser perdidos na ausência de 

pressão seletiva. A necessidade de antibióticos para a manutenção desses clones aumenta os 

custos de produção e pode não concordar com as regras impostas por agências reguladoras 

(Sreekrishna et al, 1997). Desta maneira, levando em consideração a necessidade de clones 

estáveis para a produção de L1 em escala industrial, o presente trabalho utilizou um vetor do 

tipo integrativo originando a construção pPGK_L1H16ot, a qual foi inserida no genoma de 

Pichia pastoris.  

No trabalho de Li et al, (2003) e também de outros autores (Coimbra et al, 2007; 

Bazan et al, 2009; Kotzé et al, 2011, Coimbra et al, 2011) são utilizados vetores para a 

produção intracelular da proteína, sendo o promotor AOX1 responsável pela expressão do 

gene heterólogo (Invitrogen, 2001). Este promotor é amplamente utilizado em vários vetores 

comerciais, pois ele é fortemente induzível pelo metanol, fonte de carbono opcional para a 

P.pastoris (Cereghino et al, 2002). No entanto, este reagente é tóxico e inflamável, o que 

oferece riscos, em se tratando de produção em larga escala (Potvin et al, 2010). Neste sentido, 

a utilização de promotores constitutivos independentes de indutores, pode ser mais adequada 

e eficiente para a expressão de certos genes. Promotores como o GAP e o PGK1, na presença 

de glicose como fonte de carbono, atingem níveis de expressão semelhantes ou mesmo 

superiores, aos observados com o promotor AOX1 (Vassileva et al, 2001; de Almeida et al, 

2005). Este trabalho é o primeiro a utilizar um vetor não-comercial, integrativo e com um 

promotor do tipo constitutivo, o PGK1, para a expressão de L1 de HPV-16 nas células de P. 

pastoris. Além disso, o vetor PGK possui a sequência do fator α de secreção (Cereghino e 

Cregg, 2000) para direcionar a proteína para o meio extracelular. Esta característica é bastante 

relevante, desde que Pichia pastoris secreta poucas proteínas nativas (Cregg et al, 1993) o 

que pode facilitar a purificação da proteína heteróloga, principalmente nos casos em que esta 

representa a maior parte do total das proteínas do meio (Barr et al., 1992).  

Neste trabalho, os western blots para detecção de L1, revelaram um perfil de bandas 

diferente do esperado, sugerindo algum tipo de degradação ou glicosilação sofrida pela 
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proteína. Sabe-se que P.pastoris produz poucas proteases extracelulares (Kang et al., 2000), 

mas que em altas densidades de células, pode ocorrer lise das mesmas, liberando outras 

proteases do meio intracelular, o que facilitaria a proteólise (Zhang et al, 2007). O método de 

precipitação por TCA/acetona também pode proprocionar a degradação de proteínas (Pessoa 

e Kilikian, 2005). Kohl et al (2007) observou um padrão de degradação da proteína L1 

produzida em tabaco (Nicotiana tabacum) e precipitada por TCA, no qual duas bandas mais 

intensas foram reveladas, uma de ~36kDa e outra de ~25kDa. Em nosso trabalho foi 

verificada a presença destas bandas, indicando que a proteína pode ter sofrido uma 

degradação. A banda de ~36kDa também foi observada no controle negativo, o que pode ser 

resultante de uma interação inespecífica do anticorpo secundário (Coimbra, 2007) com 

alguma proteína nativa, ou constituinte do meio de cultivo da levedura. 

Alguns estudos documentam que a proteína L1 do papilomavírus pode ser glicosilada 

(Larsen  et al, 1987; Pfister e Fuchs, 1994), quando expressa em células de mamífero 

(Browne et al, 1988) e de inseto (Xi e Lawrence, 1991). São documentados quatro sítios de 

glicosilação na região N-terminal de L1 (Browne et al, 1988; Zhou et al, 1991), no entanto, 

ainda não é bem esclarecida a função desta modificação pós-traducional na formação da 

partícula viral. Um trabalho que utiliza o sistema de expressão em células de mamíferos 

observa que os monômeros de L1 do HPV-16, incorporados nas partículas virais, não são 

glicosilados (Zhou et al, 1993). Por outro lado, vírions do BPV (isolados de papilomas de 

bezerros) apresentam pequenas quantidades de L1 glicosilada (Larsen  et al, 1987). No 

trabalho de Li et al, (2003), no qual L1 de HPV-16 é expressa intracelularmente em Pichia 

pastoris, existem evidências de glicosilação na mesma. Portanto, no presente estudo, é 

possível que o aspecto difuso da reação revelada pelo western blot esteja relacionado a 

alguma glicosilação adicionada pela levedura. Outra hipótese para explicar este padrão 

poderia estar relacionada à alta concentração de proteína L1, como observado no estudo de 

Silva (2010); sendo, portanto, necessária a padronização da concentração através de dosagens 

e diluições para diminuir o “background” da reação. Mesmo assim, os resultados apresentados 

neste trabalho são válidos, pois o controle negativo não apresentou reação nos testes 

realizados com o anticorpo CamVir-1 (dot blot, colony blot e western blot), assegurando a 

eficiência do sistema de expressão utilizado.  

 Este estudo se encaixa numa das várias tentativas que vêm sendo realizadas no intuito 

de estabelecer plataformas biotecnológicas para produção de VLPs de HPVs como estratégias 

profiláticas que atendam, às necessidades e demandas regionais (Bimelt et al, 2003; Varsani 

et al. 2003). Estes esforços devem ser empregados para que existam vacinas contra o HPV, 

http://lattes.cnpq.br/2338977660905171
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alternativas às existentes, forçando assim, a queda do alto custo das que são licenciadas e 

aumentando sua penetração global (Karanam et al, 2009). 

 Além desta vertente, é preciso focar no desenvolvimento de vacinas com capacidade 

terapêutica para aqueles que já foram afetados (Stanley et al, 2006) e que se encontram, 

principalmente nos países em desenvolvimento, como o Brasil. Mais de 80% dos novos 

diagnósticos de câncer cervical ocorrem nestes países e estima-se que essa percentagem 

aumente para 90% em 2020 (WHO, 2010).   

 As análises deste trabalho, em relação ao desenvolvimento de uma vacina de DNA 

para o tratamento do câcer cervical baseada no gene E5 do HPV-16, ainda são bem iniciais. 

Mas os resultados in vitro, demonstram sua funcionalidade no que diz respeito à produção do 

antígeno. A necessidade de otimização dos códons no gene E5, assim como em L1, também 

foi uma estratégia utilizada. Segundo Disbrow et al (2003) dentre os 83 aminoácidos da 

proteína E5, 33 são codificados por códons raramente utilizados na tradução em mamíferos. 

Este último trabalho ainda relata que a expressão de E5 aumentou em mais de seis vezes após 

a otimização. Portanto, em nosso estudo, para que este gene fosse expresso com sucesso, foi 

realizada a síntese da sequência com a substituição dos códons por outros mais 

frequentemente utilizados nos mamíferos.  

 Após a contrução do vetor vacinal pCI_E5H16ot, o mesmo foi inserido em células 

HEK-293, onde o RNAm do gene E5 foi detectado, por RT-PCR, evidenciando a  transcrição 

ativa do gene heterólogo. Este resultado sustenta a presença da proteína E5 no meio 

intracelular, a qual foi detectada através de western blot, após a imunoprecipitação com o 

anticorpo primário direcionado ao epítopo AU1 (Lim et al, 1990). Como E5 é uma proteína 

de membrana, é fundamental a presença de detergentes não-iônicos no tampão de lise, no 

intuito de solubilizar as biomembranas e formar complexos lipídicos para facilitar a sua 

recuperação do meio intracelular. À esta etapa, foi adicionada a de imunoprecipitação para 

concentrar E5 do extrato obtido (Disbrow et al, 2003; Suprynowicz  et al, 2005; Gieswein et 

al, 2003; Gruener et al, 2007), aumentando a sensibilidade do western blot (Trieu et al, 2009).  
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8. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 Os testes iniciais para as estratégias vacinais, profilática e terapêutica, mostraram 

resultados positivos no que diz respeito à expressão das proteínas L1 e E5 de HPV-16 nos 

sistemas de expressão com células de Pichia pastoris e de mamíferos, respectivamente.  

Metodologias para purificação de L1 e obtenção das VLPs, como a cromatografia por 

troca iônica (através da cauda de histidina fusionada à proteína heteróloga) e a 

ultracentrifugação em gradientes de sacarose já estão sendo estudadas. Após a purificação das 

VLPs, a sua funcionalidade na ativação da resposta imune humoral deve ser avaliada em 

modelo animal.  

Em relação à construção vacinal baseada no gene E5, experimentos em modelo animal 

são necessários para confirmar sua viabilidade e eficiência, principalmente no que diz respeito 

à ativação da resposta imune celular associada com a regressão das lesões cervicais pré-

invasivas.  
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10. ANEXO 
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10.2. Artigo Científico Publicado 2: Journal of Clinical and Cellular Immunology 
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10.3. Artigo Científico Publicado 3: Genetics and Molecular Research 
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