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RESUMO 

 

Clonagem da oncoproteína E6 do papilomavírus humano (HPV) sorotipo 16 

 

 
Cerca de 490.000 novos casos de câncer cervical têm ocorrido entre mulheres do 

mundo todo a cada ano.  No Brasil, a estimativa de incidência aponta o câncer de colo 
do útero como o terceiro mais comum entre as mulheres no ano de 2006, com estimativa 
de 19.260 novos casos em todo o país. Segundo o INCA (2006), no estado de 
Pernambuco, estima-se que ocorram 22,16 novos casos para cada 100.000 mulheres. O 
papilomavirus humano (HPV) é o principal agente envolvido em lesões benignas e 
malignas, sendo caracterizados como baixo-risco e alto-risco, respectivamente. Os 
HPVs de alto-risco, como os sorotipos 16 e 18, são capazes de produzir as 
oncoproteínas E6 e E7 que alteraram as funções das proteínas regulatórias do ciclo, 
como as proteínas  p53 e retinoblastoma,  respectivamente. Devido à dificuldade de 
cultivo do HPV em cultura de tecidos, a clonagem destes genes representa uma 
possibilidade de estudos mais avançados. Entre os novos sistemas de expressão de 
proteínas heterólogas, pode-se destacar Pichia pastoris que é facilmente manipulada, e 
possui a capacidade de expressar a proteína de interesse em altos níveis e também 
realizar modificações pós-transducionais. Assim, o objetivo do presente trabalho é 
clonar o gene E6 do HPV 16 em P. pastoris. Para tanto, o gene E6 do HPV 16 (477 bp) 
foi clonado diretamente no vetor pPICZA (3.300 bp), amplificado em Escherichia coli 
DH5α e linearizado com SacI para ser integrado ao genoma da levedura por 
recombinação. Todos os clones obtidos foram submetidos à PCR com primers 
específicos, linearizações com enzimas e seqüenciamento. O resultado obtido com o 
PCR da P. pastoris transformante apresentou tamanho correspondente ao gene E6. A 
seqüência gênica dos nucleotídeos apresentou um “score” de 93% quando alinhado com 
a seqüência gênica da E6 do HPV 16 depositada nos bancos de dados gênicos. Os 
clones obtidos permitirão a expressão desta oncoproteína por P. pastoris, e desta forma, 
o desenvolvimento de vacinas terapêuticas ou medicamentos sítio-específico capazes de 
erradicar a doença. 

 

 

Palavra chave: papilomavírus, HPV-16, E6, oncogene, P. pastoris. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Worldwide, about 490,000 news cases of cervical cancer occur among women each 
year. In Brazil, is estimated that cervix cancer is the third cancer more common among 
women, with 19,260 news cases in the country. According to INCA (2006), in 
Pernambuco state the number may reach to 22.6 news cases to each 100,000 women. 
Human papillomavirus (HPV) is the main etiologic agent associated with benign and 
malignant lesions, and has been characterized as low-risk and high-risk, respectively. 
The high-risk HPVs, like HPV-16 and HPV-18, are able to produce E6 and E7 proteins 
that affect the function of cellular regulatory proteins, such as p53 and retinoblastoma 
gene product, respectively. Due to the difficult to maintain HPV in tissue culture, 
cloning of HPV genes represents a possibly of advances in virus studies. Among all 
expression systems for heterologous proteins, Pichia pastoris has been indicated once it 
is easy manipulated and capable to express protein in high level with posttranslational 
modification. Thus, the aim of this work was to clone HPV-16 E6 gene in P. pastoris. 
Therefore, E6 gene (477 bp) was cloned into pPICZA shuttle vector (3,300 bp), 
amplified in DH5α Escherichia coli and integrated to P. pastoris genome by 
recombination. All the clones obtained were submitted PCR with specific primers and 
sequenced. The result obtained with the PCR from P. pastoris GS115 pPICZE6.16 
presented the correct size, corresponding to E6 gene. The gene sequence demonstrated a 
93% score when aligned with the gene sequence of E6 HPV-16 available in NCBI 
genome databank. The clones obtained will allow E6 expression by P. pastoris, and 
therefore, the development of therapeutics vaccines or site-specific drugs to treat this 
disease.  
 
Key words: papillomavirus,  HPV-16, E6 protein, Pichia pastoris, oncogene, 

recombinant protein. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Anualmente, cerca de 490.000 novos casos de câncer cervical são 

diagnosticados no mundo.  No Brasil, o câncer do colo do útero é o terceiro mais 

comum entre as mulheres com estimativa de 19.260 novos casos para 2006. 

Pernambuco apresenta uma das mais altas incidência de novos casos, sendo de 22,16 

para cada 100.000 mulheres. Em 1992, o papilomavirus humano (HPV) foi declarado 

como principal agente causador de lesões benignas e malignas no colo do útero, o que 

pode levar ao desenvolvimento do câncer cervical. A capacidade destes vírus de induzir 

a malignidade tem permitido classifica-los em alto-risco e baixo-risco. Os sorotipos 16 e 

18 são capazes de produzir as oncoproteínas E6 e E7 que alteraram as funções das 

proteínas regulatórias do ciclo. A proteína viral E6 se liga à proteína celular p53, 

envolvida no controle do ciclo celular, inativando-a. Este fato propicia o 

desenvolvimento anormal e descontrolado das células infectadas, e consequentemente 

ao câncer do colo do útero. Vários estudos têm sido desenvolvidos para elucidar o 

mecanismo de infecção e manutenção do vírus nas células infectadas, bem como para 

construir estratégias vacinais. Devido à dificuldade de cultivo do HPV em cultura de 

tecidos, a clonagem destes genes representa uma possibilidade de desenvolvimento de 

estudos mais avançados em relação à infecção pelo HPV no país de maior incidência na 

América Latina. Desta forma, a utilização de sistemas de expressão de proteínas 

heterólogas tem se tornado cada vez mais atraente para obtenção de grandes quantidades 

de proteína ou peptídeos virais que tenham potencial para auxiliar nas buscas 

científicas. Dentre os sistemas de expressão disponíveis, podemos destacar a levedura 

Pichia pastoris como adequada para obtenção de alto rendimento de proteína heteróloga 

uma vez que é facilmente manipulada, pode crescer em metanol, realiza modificações 

pós-transducionais e produz proteínas com níveis adequados de glicosilação. Tais 

características, a torna mais indicada para expressão da oncoproteína E6 de HPV-16 

quando comparada à Saccharomyces cerevisiae - conhecida pela hiperglicosilação de 

proteínas heterólogas - e à Escherichia coli, no qual as proteínas permanecem como 

corpos de inclusão. Assim, o objetivo do presente trabalho é  clonar o gene E6 do HPV 

16 em P. pastoris. A obtenção de P. pastoris recombinante, capaz de expressar E6 de 

HPV-16, viabilizará a produção de proteínas em quantidade suficiente para permitir 

estudos cristalográficos e imunológicos visando erradicar esta doença. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Câncer do colo do útero no Brasil e no mundo  

 

 

Cerca de 490.000 novos casos de câncer cervical tem surgido entre mulheres do 

mundo todo a cada ano. A incidência desta doença varia em torno de 5 casos para cada 

100.000 mulheres em muitos países industrializados, em comparação com os mais de 50 

casos por 100.000 mulheres em países em desenvolvimento (FERLAY et al., 2004).  

Aproximadamente 80% de todos os casos ocorrem em países subdesenvolvidos. As 

razões para a permanência de altas taxas de incidência e mortalidade por câncer do colo 

do útero em países subdesenvolvidos encontram-se: alta freqüência dos fatores de 

riscos, programas preventivos inexistentes ou ineficazes, inexistência de planos 

educacionais e sociais (PINHO, FRANÇA-JÚNIOR, 2003). 

No Brasil a estimativa de incidência aponta o câncer de colo do útero como o 

terceiro mais comum entre as mulheres no ano de 2006, sendo superado apenas pelo 

câncer de pele (não-melanoma) e pelo câncer de mama, este câncer constitui a quarta 

causa de morte por câncer em mulheres. Em 2006, a estimativa foi de 19.260 novos 

casos por câncer do colo do útero em todo o país, com um risco estimado de 20 novos 

casos a cada 100.00 mulheres. No estado de Pernambuco esta taxa é ainda maior, 

chegando à estimativa de 22,16 casos para cada 100.000 mulheres (INCA, 2006). 

 

 

2.2 Infecção e diagnóstico 

 

 

A infecção pelo papilomavírus humano (HPV) ocorre por contato sexual e 

resulta inicialmente em uma discreta lesão intraepitelial em mulheres. Muitas destas 

lesões desaparecem 6-12 meses depois, provavelmente devido à intervenção do sistema 

imune. Uma pequena porcentagem, entretanto, persiste podendo progredir para uma 

lesão intraepitelial de alto grau, carcinoma “in situ” e, carcinoma de células esquamosa 

ou um adenocarcinoma de cérvix quando não ocorre uma intervenção cirúrgica (ZUR 

HAUSEN, 2002). 
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Estudos relataram que algumas mulheres infectadas com o vírus do HPV na 

região do cérvix, não progrediam para um câncer cervical, demonstrando que um 

número de outros co-fatores deve estar envolvido no processo da patologia. Há três 

grupos de co-fatores em potencial: (1) co-fatores externos ou ambientais, incluindo 

contraceptivos, tabagismo, número de filhos (sete ou mais), co-infecção com outros 

agentes transmitidos sexualmente e hábitos alimentares (aumento da homocisteína 

sangüínea). (2) Co-fatores virais, como co-infecção com outros tipos e variantes de 

HPV, (3) co-fatores inerentes ao hospedeiro, incluindo o sistema hormonal, fatores 

genéticos, e outros fatores do sistema imune (MUNÕZ et al., 2006). 

Para que ocorra a infecção pelo HPV é necessário que os vírus penetrem nas 

células da camada basal do tecido epitelial, e para alguns tipos de HPV é preciso que 

haja pequenas lesões para que ocorra a infecção. Para os vírus considerados de alto 

risco, como o HPV-16, a formação de lesões cervicais pode facilitar a infecção de 

células colunares, e subseqüentemente a infecção da membrana basal do epitélio 

estratificado da zona de transformação. Controvérsias existem sobre a natureza dos 

receptores de superfície celular; porém na maioria dos estudos têm-se sugerido a 

presença de sulfato de heparina como facilitador da entrada do vírus na célula 

(DOOBAR, 2005; GIROGLOU et al., 2001). 

 Evidências clínicas indicam que a expressão viral é realizada no queratócito, ou 

nas células com potencial de maturação.  O tempo para infecção e liberação dos vírus é 

de aproximadamente 3 semanas, tempo necessário para que queratinócitos se 

diferenciem e descamem. Assim, com o objetivo de permitir a replicação viral, as 

proteínas virais retardam a condensação nuclear dos queratinócitos em diferenciação, 

formando os coilócitos (Figura 1). A identificação dos tipos de HPV envolvidos na 

lesão do cérvix pode resultar em um tratamento mais rápido e eficaz. O teste de 

Papanicolau, técnica que foi descrita por George Papanicolaou em 1941, fundamenta-se 

na coleta de amostras para interpretação da morfologia das células que são liberadas da 

superfície do cérvix. Os critérios incluídos na avaliação das células constituem: a razão 

do tamanho célula/núcleo, o formato e intensidade da coloração do núcleo, arquitetura 

nuclear e da cromatina, formato da membrana nuclear e razão entre o volume do 

citoplasma e do núcleo (SASIENI et al., 1996). 
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Figura 1 - Coilócitos distribuídos na camada superficial do epitélio (HE-200x)  (OLIVEIRA et al., 2003). 

 

 Entretanto, cientificamente, existe a possibilidade de uma pequena fração de 

tumores cervicais serem negativos em relação à presença do HPV, devido à capacidade 

das células epiteliais em desenvolver câncer espontaneamente ou por alguma mutação 

gênica (BOSCH et al., 1995). 

 Os avanços biotecnológicos permitiram detectar com maior eficiência a presença do 

vírus HPV em amostras coletadas a partir de pacientes infectadas, o que aumentou 

drasticamente os índices de prevalência. No início de 1980, o uso de “Southern Blot” 

identificou o vírus HPV em 40-70% dos casos. A introdução da técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) aumentou as estimativas para 70-90%. A perspectiva é de 

chegar a 100% de eficiência no diagnóstico laboratorial com o uso de sondas específicas 

e condições ideais para o teste (BOSCH, MUNÕZ, 2002).  

 Apesar das novas tecnologias, ainda há registros de não detecção do DNA de HPV 

em lesões de câncer cervical. Em estudo com cerca de 1.000 casos de câncer cervical, 

envolvendo 22 países e usando os primers consensus MY09 e MY11 para identificação 

por PCR, a prevalência de DNA de HPV foi de 93%. Porém, estudos posteriores 

revelaram que o perfil sorológico dos pacientes classificados como HPVs-negativos 

apresentava-se de forma similar aos HPVs-positivos, demonstrando que a maioria dos 

pacientes que obtiveram resultados negativos para a presença do HPV eram na realidade 

HPVs positivos (ANDERSON et al., 2001).  

A hibridização in situ (HIS) constitui uma técnica ainda mais sensível, capaz de 

detectar seqüências específicas de DNA ou RNA, utilizando-se seqüência complementar 

de ácidos nucléicos (sonda) marcada radioativa ou quimicamente. Métodos mais 

recentes de amplificação dos sinais de detecção, utilizando a deposição de catalisador 

nos sítios de hibridização no tecido aumentaram a sensibilidade da HIS, sendo possível 

 15



detectar até uma única cópia viral por célula e avaliar o estado físico (epissomal ou 

integrado ao genoma do hospedeiro) do HPV. A HIS também possibilita estabelecer a 

correlação com os aspectos histopatológicos (BAGARELLI, OLIANI, 2004; VILLA, 

2000). Atualmente, já existem kits comercias de sondas marcadas específicas para 

diferentes tipos de HPVs, e tem-se recomendado este tipo de diagnóstico laboratorial 

juntamente com os procedimentos convencionais da citologia (ZUR HAUSEN, 2002). 

 

 

 

2.2.1 Classificação do achado citológico 

 

 

A classificação de Papanicolau foi descrita no final da década de 20 e amplamente 

divulgada nos meados da década de 40. Esta classificação sofreu mudanças ao longo do 

tempo a fim de facilitar o diagnóstico da doença e os resultados obtidos no exame de 

Papanicolau, passando a relacionar o comportamento histológico das lesões e não mais 

indicando apenas o número da classe (SOUZA et al., 2004).  

Diante disso, o Instituto Nacional do Câncer (National Cancer Institute - NCI), em 

1988, patrocinou a criação de uma nova e atualizada terminologia a ser aplicada nos 

laudos da colpocitologia oncótica, a "Classificação de Bethesda", que visava corrigir 

essas falhas existentes na classificação de Papanicolaou e imprimir mais uniformidade 

aos laudos citológicos dos esfregaços do colo uterino. As recomendações surgidas 

passaram a ser chamadas de Sistema de Bethesda - TBS - The Bethesda System 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE WORKSHOP, 1989), que foi revisada em 1991. 

Esta classificação foi atualizada em 2001 com introdução da especificação do tipo de 

amostra, a notificação de um exame automatizado e a realização de técnicas 

complementares (teste HPV) (FRAPPART, L. et al., 2001). 

Com o TBS foram introduzidos os termos citológicos de lesões intra-epiteliais 

escamosas de baixo grau (LSIL) e lesões intra-epiteliais escamosas de alto-grau (HSIL). 

As LSIL compreendem os achados citopatológicos sugestivos de infecção pelo HPV e 

as neoplasias intra-epiteliais de grau leve (NIC I). Já as HSIL incluem as neoplasias 

intra-epiteliais de grau moderado (NIC II) e de grau acentuado (NIC III). Embora essa 

nomenclatura não substitua os termos histológicos, os diagnósticos de LSIL ou HSIL 

apresentam correspondência com a possibilidade de progressão da patologia 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE WORKSHOP, 1989). 
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Tabela 1. Classificação segundo Papanicolau e Sistema de Bethesda com suas respectivas  
interpretação e orientações. http://www.prevencaodecancer.com.br/003_a.htm. 
 

 

Classificação Interpretação 

 

Orientação 

 

Papanicolau Sistema de Bethesda   

Classe I 
Negativo para células 

neoplásicas 

NORMAL Repetir exame em 1 ano ou 

conforme orientação médica 

 

Classe II 

 

Inflamatório 

NORMAL 

Característico da 

2a fase do ciclo 

ou pode existir 

algum corrimento 

Repetir exame em 1 ano ou 

conforme orientação médica e 

tratar inflamação se necessário 

Atipia celular 

escamosa 

ASCUS - atipias de 

células escamosas de 

caráter desconhecido 

Leve suspeita de 

alteração 

Colposcopia e a biópsia dirigida 

que definirá o tratamento 

Atipia celular 

glandular 

AGUS - células 

glandulares atípicas 

Suspeita de 

alteração 

Colposcopia e a biópsia dirigida 

que definirá o tratamento. Se a 

mulher estiver na menopausa, é 

necessário investigar o 

endométrio. 

LSIL - lesão intra-

epitelial de baixo grau

ALTERADO Colposcopia e a biópsia dirigida 

que definirá o tratamento 

Classe III 

HSIL - lesão intra-

epitelial de alto grau 

ALTERADO Idem 

Classe IV HSIL - lesão de alto 

grau 

ALTERADO Idem 

Classe V Suspeita de câncer ALTERADO Idem  

 

De acordo com a evolução do quadro clínico do paciente, o Programa Nacional de 

Combate ao Câncer do Colo Uterino (PNCC) definiu diversas lesões. Estão entre as 

lesões intraepiteliais de baixo grau (LBG – grau I), as alterações citológicas induzidas 

pelo HPV, atipias de células escamosas de caráter desconhecido (ASCUS), atipias de 

células glandulares de significado indeterminado (AGUS) e neoplasia intra-epitelial 
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grau I (NIC I). As alterações NIC II e III (neoplasias intra-epiteliais de graus II e III) 

estão classificadas como lesões intra-epiteliais de alto grau (LAG; INCA, 2006).  

 

 

2.4 Prevenção e tratamento 

 

 

Medidas efetivas para eliminação do HPV tiveram início há 50 anos com a 

introdução do teste de Papinicolau. Essas ações permitiram uma redução em mais de 

75% da incidência de câncer cervical em países no qual programas foram 

implementados de maneira eficaz (WRIGHT et al., 2006; PAPANICOLAU, TRAUT, 

1997). O exame colpocitológico ou teste de Papanicolaou, dentre os métodos de 

detecção, tem sido considerado o mais efetivo e eficiente a ser aplicado coletivamente 

em programas de rastreamento do câncer cérvico-uterino, sendo uma técnica 

amplamente difundida há mais de 50 anos (PINHO, FRANÇA-JUNIOR, 2003). 

Uma vez detectada a infecção, o tipo de tratamento depende de fatores como 

condição clínica do paciente, idade, estágio da doença, tipo e extensão do tumor 

(MUNÕZ et al, 2006). No estágio inicial, o tratamento pode ser escolhido de acordo com 

as características da lesão e os aspectos clínicos da mulher. Pode variar desde métodos 

ablativos (eletro coagulação diatérmica, criocoagulação, termocoagulação e vaporização 

com laser CO2) a métodos cirúrgicos (conização a bisturi frio, conização a laser e 

conização com bisturi de alta freqüência, esta última chamada de cirurgia de alta 

freqüência). A cirurgia de alta freqüência (CAF) tem recebido apoio entusiasmado em 

todo o mundo, devido às inúmeras vantagens da técnica, entre elas: tratamento 

ambulatorial, uso de anestesia local, equipamento simples e de baixo custo, técnica de 

fácil e rápida execução, amostras histológica de boa qualidade, baixa incidência de 

complicações e adesão das usuárias (FIGO, 2003).  

Como desvantagem, pode apresentar lesão térmica das paredes vaginais, 

hemorragia (se a profundidade da incisão é grande) e artefatos térmicos, caso a técnica 

não seja utilizada de forma adequada.  A cirurgia radical (histerectomia) e radioterapia 

são bastante utilizadas em situações em que o paciente já apresenta o tumor, mas 

estabelecido restrito ao colo do útero, enquanto que a quimioterapia tem sido empregada 

em protocolos de pesquisa. O tratamento cirúrgico consiste na retirada do útero, porção 

superior da vagina e linfonodos pélvicos. Pode ser realizada via abdominal ou via 

vaginal com laparoscopia. Os ovários podem ser preservados nas pacientes jovens. O 
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tratamento radioterápico pode ser efetuado quando o tratamento cirúrgico for contra-

indicado e nos demais casos. Nas pacientes com envolvimento da bexiga e/ou reto a 

radioterapia pode preceder à cirurgia (FIGO, 2003). 

No ano de 1998, motivado pelos dados estatísticos e embasado na orientação da 

“Cancer Care International” (CCI), o Ministério da Saúde instituiu o PNCC (INCA, 

2002), tendo como método de rastreamento o exame citológico de Papanicolaou, e 

como método de tratamento a CAF para lesões intra-epiteliais pelo método “Ver e 

Tratar”. Este programa definiu a estratégia organizacional, as intervenções, os critérios 

para diagnóstico e as condutas clínicas diante dos resultados dos exames citológicos 

(NETO et al, 2001). 

 

 

2.5 Papilomavírus versus Câncer do Colo do Útero  

 

 

Por décadas, vários agentes etiológicos foram propostos como indutores do câncer 

cervical, dentre os quais podemos citar: Treponema pallidum (sífilis), Neisseria 

gonorrhoeae (gonorréia), clamídia, e o vírus do herpes simples 2 (BOSCH, MUNÕZ, 

2002).  Entre 1974 e 1976, estudos começaram a postular e analisar a possibilidade do 

papilomavírus humano estar envolvido na etiologia do câncer (ZUR HAUSEN et al., 

1974). Em 1976, houve duas publicações relatando que o aparecimento de coilócitos em 

biópsias do cérvix (Figura 2a) era um indicativo da presença de infecção pelo HPV 

(MEISELS, FORTIN, 1976).  Entretanto, apenas na segunda metade da década de 70 

teve início um pequeno interesse pelo HPV, devido ao seu envolvimento com “verrugas 

cutâneas” de lesões benignas em humanos (Figura 2b). Os papilomavírus compõem um 

grupo diverso de vírus que estão estabelecidos em 20 espécies diferentes, como 

humanos, aves e répteis. 

A B 
 

Figura 2. (A) Foto do colo do útero com inflamação (RAMOS, 2007). (B) Verrugas “cutâneas” 
acometendo a região genital (RAMOS, 2007). 
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Os primeiros tipos de HPV (Figura 3) isolados diretamente de biópsias de câncer 

 

cervical, foram do sorotipo 16 e 18, clonados em 1983 e 1984, respectivamente (ZUR 

HAUSEN, 2002).  

 
Figura 3. Representação esquemática do genoma HPV (MUNÕZ et al, 20 ) 

  Em novembro de 1991, durante um Workshop realizado pela “International 

 

polyo

06

 

Agency for Research on Cancer (IARC)” e “World Health Organization (WHO)” dados 

epidemiológicos e laboratoriais evidenciaram a associação entre o HPV e câncer 

cervical de forma evidente, que a infecção pelo vírus poderia ser considerada como 

principal causa para desenvolvimento do câncer cervical (MOTOYAMA et al., 2004). 

Entretanto, apenas em 2001, no 19° Workshop Internacional sobre papilomavírus 

(Florianópolis - Brasil), após a avaliação dos dados epidemiológicos confirmou-se a 

hipótese formulada há mais de 20 anos por Gissmann e Zur Hausen, no qual a maior 

causa antecedente de câncer cervical e anogenital é o papilomavírus (FRAZER, 2002). 

Os papilomavírus têm sido originalmente agregados em uma só família com os

mavirus, o Papovaviridae. Esta classificação única baseava-se na similaridade, do 

não-envelopamento do capsídeo e o genoma de dupla-fita circular. Quando se 

reconheceu posteriormente que os dois grupos citados acima tinham tamanhos e 

organização genômica diferentes, eles foram oficialmente reconhecidos pelo 

“International Committee on the Taxonomy of viruses” (ICTV) como duas famílias 

distintas, Papillomaviridae e 

neros reúne 

espéc

importante do papilomavírus é o “alpha-papillomaviruses” (BERNARD, 2005).  

Polyomaviridae (DE VILLIERS et al., 2004). 

Através de dados da biologia, incluindo virologia, a designação por gê

ie que são filogenéticamente co-relatas, mas que diferem nas características 

biológicas (Tabela 2) (DE VILLIERS et al., 2004). Clinicamente, o gênero mais 
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Tabela 2. Os gêneros de papilomavírus pertencentes à familia Papillomaviridae mais estudados e suas 

ropriedades biológicas e clínicas  mais importantes (Bernard, 2005). p
 

Gênero Espécie Tipos Propriedades 
Alpha- 4 HPV-2, HPV-27, HPV-57 Verrugas epiteliais comuns 
papillomaviruses 
 HPV-26, HPV-51, HPV-69, HPV82 Lesões de alto 

V-68, HPV-70  

 8 PV-43 

 9 PV-16, HPV-31, HPV-33, HPV-

 

 10  HPV-

papillomaviruses 

a-

viruses 
4 Papilomavírus bovino-1 

ante 

aviruses 
1,2 HPV-1, HPV-63 

llomaviruses 
1 HPV-3, BPV-4 

 importante 

5 
 
HPV-53, HPV-30, HPV-56, HPV-

em mucosas 
risco e baixo 
Lesões em mucosas de alto  6 

66 
 

risco e benignas 

 7 HPV-18, HPV-39, HPV-45, HPV-
59, 

PH
 
 

Lesões de alto risco, por 
exemplo o HPV-18 mais 
comum em adenocarcinomas
do que carcinoma escamoso 
do cérvix 
Lesões cutâneas e mucosas de 
baixo-risco 
Lesões em mucosas de alto 

HPV-7, HPV-40, H
 
H
35, 

PV-52, HPV-58, HPV-67H
 

risco, por exemplo o HPV-16 
mais comum em carcinoma 
escamoso do cérvix do que 
adenocarcinomas 
Lesões de mucosas benignas 
Podendo algumas lesões 
progrediram para lesões 

HPV-6, HPV-11, HPV-13,
4, HPV-74 4

malignas 
Lesões cutâneas malignas e 
benignas em pacientes 
imunossuprimidos 

Beta- 1 HPV-5, HPV-8  

Gamm
papillomaviruses 
Delta-

1 HPV-4, HPV-65 Lesões cutâneas benignas 

Fibropapilomas em gados e 
papilloma cavalos. Um import

modelo de cultura de células 
Kappa-
papillomaviruses 
Mu-

1 Papilomavírus de coelho 
 

Lesões cutâneas. Um 
importante modelo animal 
Lesões cutâneas, 

papillom freqüentemente ocorrem como 
verrugas nos pés 

Nu-
papillomaviruses 
Xi-

1 HPV-41 Lesões cutâneas 

Papilomas no tubo digestivo 
papi
 

 BPV-4 é um
modelo para as fases da 
carcinogênese e para pesquisas 
com vacinação 

 

 

 introdução do termo “espécie” é biologicamente proveitosa, sendo feita de 

acordo com as características e relação filogenética (Figura 4) de certos tipos virais, 

uma vez que cada espécie suporta diferentes tipos de papilomavírus, e possui 

A
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propriedades biológicas e patológicas comuns exigidas pelos padrões da ICTV. Por 

exemplo, todos os tipos de HPVs que formam uma espécie junto com o tipo HPV-2 

provocam verrugas epeteliais, e todos os tipos que forma a espécie junto com o tipo  

HPV-16 são considerados de alto risco presentes em lesões de câncer cervical e 

precursoras (DE VILLIERS, 2004). 

 

 
Figura 4. Árvore filogenética contendo a seqüência de 118 tipos de papilomavírus. Gerada pelo programa 

“Treeview” da Universidade de “Glasgow”, com base no gene L1. O semicírculo externo 

representa o gênero, e o semicírculo interno refere-se à espécie do papilomavírus (DE 

VILLIERS et al., 2004). 

 U

gênica d ergente em 10% dos outros tipos de HPV. Esta definição 

i introduzida de forma arbitrária, mas pesquisas subseqüentes na área demonstraram 

 

m tipo de HPV é definido como um genoma completo, quando a seqüência 

a L1 é no mínimo div

fo

que o critério de 10% descrevia uma taxa natural (DE VILLIERS et al., 2004). O termo 

“subtipos" é referido para seqüências de L1 que difere entre 2-10% de algum tipo 

conhecido. As variantes diferem cerca de 2% do isolado original, que neste contexto é 

referido como “protótipo” ou “referência genômica” (BERNARD, 2005). Estas 

definições foram inseridas na taxonomia e diagnóstico do papilomavírus depois da 
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“International Papillomavirus Workshop” em 1995, em Quebec (DE VILLIERS et al., 

2004).  

 Os papilomavírus são identificados pela abreviação PV precedidos de uma ou 

mais letras indicando a espécie do hospedeiro. Por exemplo, HPV para “human 

papill

ainda pode ser classificado em tipos de alto, intermediário 

e baixo

cial de induzir malignicidade em células 

HPV Tipos Referências 

omaviruses”, BPV para “bovine papillomaviruses” ou o nome científico do 

hospedeiro, como exemplo, “MnPV” para Mastomys natalensis, que infecta um rato 

africano. Os tipos de HPVs são identificados por números de acordo com a seqüência 

histórica de suas descrições, como exemplo HPV-1, HPV-2 e entre outros (BERNAND, 

2005). Esta forma de identificação dos tipos de HPVs foi introduzida no final de 1970 

(DE VILLIERS et al., 2004). 

Devido as características os HPVs têm sido agrupados em tipos: cutâneo e 

mucosas/genitais. Este último 

 risco, de acordo com o seu potencial de indução de malignicidade em células. 

Os de alto risco são assim considerados por serem encontrados em carcinomas e 

displasias, enquanto que o HPV de risco intermediário é mais comuns em lesões 

displásicas que em carcinomas. As verrugas benignas são provocadas por HPVs de 

baixo risco (MUNÕZ et al., 2006) (Tabela 3).  

 
Tabela 3. Classificação de HPVs segundo o seu poten

Baixo 6, 11, 40, 42, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e 89 WRIGHT et al., 2006 

Inte rio 26, 53, 66, 68 ,73 e 82 MU 03 

BOSCH, MUNÕZ, 2002 

rmediá NÕZ et al., 20

Alto 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 e 59 

 

O HPV-16 e ais c  

adenocarcinomas ou carcinomas de células escamosas (ANDERSSON et al., 2001), e 

por iss

a viral 

 um genoma circular de fita dupla de DNA, sendo constituindo de 

erca de 8.000 pares de bases (pb). O seu genoma é organizado em três regiões: genes 

que co

 HPV-18 são os dois tipos m omuns associados com

o os tipos mais estudados e utilizados na produção de vacinas preventivas e 

terapêuticas. 

 

2.4.1 O genom

 

 O HPV possui

c

difica proteínas precoces (“Early”), genes que codifica proteínas tardias (“Late”) 
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e região reguladora (“Upper regulatory region - URR”) (MOTOYAMA et al., 2004) 

(Tabela 4).  

 
Tabela 4. Os genes codificados pelo HPV, com seus respectivos tamanhos e funções. 

 

.4.2. Oncogenes e oncoproteínas 

Os HPVs de alto risco infectam primariamente epitélio da mucosa anogenital e 

são as 

mular a proliferação 

celular

Genes Tamanho (pb) Funções  

Fonte: NCBI 

 

E1 e E2 

E1 0) 

E2 (cerca de 1.090) 

Codificar proteínas que são essenciais para replicação do 

nas específicas 

 (cerca de 1.94

  DNA extracromossomal, complementação do ciclo viral 

e para modular a transcrição de L1 e L2 

A E2 também codifica duas proteí

responsáveis pela inibição e indução da transcrição das 

regiões “early” (MOTOYAMA et al, 2004) 

E5 Cerca de 237 EN, 2002) 

; 

E7 Cerca de 300 r a proteína do retinoblastoma (pRb) 

 

L1 e L2 

L1 (~ 1.500) 

L2 (~ 1.400) 

UNÕZ et 

“URR” Cerca de 1000  

(M 6) 

Elementos cis requeridos para expressão do gene, 

Estimular o crescimento celular (ZUR HAUS

E6 Cerca de 500 Interagir e degradar p53 (ZUR HAUSEN, 2002

DOOBAR, 2005) 

Interagir e inativa

(DOOBAR, 2005; MOTOYAMA et al., 2004) 

Formar o capsídeo maior e menor do vírus (M

 al., 2006) 

UNÕZ et al, 200 replicação do genoma, e empacotamento das partículas 

virais (MUNÕZ et al., 2006) 

 

 

2

 

maiores causas de câncer cervical. Mulheres infectada com HPVs de alto-risco 

têm 100 vezes mais risco de desenvolver lesões cervicais quando comparadas com 

mulheres não-infectadas (VON KNEBEL DOEBERITZ, 2002).    

Os oncogenes E5, E6 e E7 possuem capacidade de esti

. A E5 apresenta aspectos importantes no curso inicial da infecção, pois estimula 

o crescimento celular através da formação de um complexo com o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR-1), com o receptor do fator de crescimento derivados 
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das plaquetas e com o receptor do fator estimulante de colônias-1. Além disto, também 

tem sido descrita sua capacidade de inibir a apoptose em células danificadas (ZUR 

HAUSEN, 2002). 

Os mecanismos da E6 e E7 tiveram sua função esclarecida entre o final da 

década

s proteínas do 

o para fase S de maneira não-programada e descontrolada 

rmalm

 pelos HPVs 

sorotip

oplasias têm sido estabelecido 

através de dados epidemiológicos e estudos de biologia molecular. Os genes do HPV-16 

 de 80 e início da década de 90 (MOTOYAMA et al., 2004). Dessa forma devido 

as suas propriedades oncogênicas, E6 e E7 têm sido o maior foco das pesquisas em 

relação à infecção e carcinogênese em pacientes infectados pelo HPV. As proteínas E6 e 

E7 de HPVs de alto-risco podem, independentemente, imortalizar células humanas. Mas 

associadas resultam em aumento na atividade transformante, o que parece ser devido 

aos efeitos de complementaridade e sinergismo (ZUR HAUSEN, 2006).  

 A associação da oncoproteína E7 com membros da família da

retinoblastoma (pRb) já está bem caracterizado. A proteína pRb é um supressor do ciclo 

celular que normalmente previne a entrada da célula na fase S do ciclo celular, tendo 

associação com a família de fatores de transcrição E2F, ativadores da expressão de 

genes que estimula a síntese de DNA na célula. A proteína E7 tem capacidade de se 

ligar ao pRb e inativá-lo, liberando o E2F (DOOBAR, 2005; MOTOYAMA et al., 

2004). Além disso, E7 também estimula a fase S do ciclo celular por intermédio dos 

genes da ciclina A e ciclina E, e parece bloquear as funções dos inibidores de quinase 

dependentes de ciclinas WAF1 (também conhecidas como CIP1 e p21) e KIP1 (também 

chamada de p27). Por indução da amplificação centriolar, E7 pode induzir aneuplodia 

em células infectadas, contribuindo para o desenvolvimento de tumores (ZUR 

HAUSEN, 2002). 

 A induçã

no ente leva à apoptose devido ativação da p53; entretanto outra oncoproteína 

viral chamada E6 interage e degrada a p53, levando à resistência a apoptose. A proteína 

E6 é responsável por um mecanismo complementar à E7, que resulta na imortalidade 

das células infectadas e leva a formação do tumor (ZUR HAUSEN, 2002; DOOBAR, 

2005; MUNÕZ et al., 2006). A E6 ainda é capaz de interagir com a proteína BAK 

(proteína pró-apoptose), levando também a resistência à apoptose e ao aumento da 

instabilidade cromossomal (MUNÕZ et al., 2006; ZUR HAUSEN, 2002). 

Todas estas alterações podem ocorrer em pacientes contaminados

os 16 e 18, considerados de alto risco e pertencentes a família Papillomaviridae, 

ao gênero Alpha-papillomaviruses (BERNAND, 2005). 

A associação entre o HPV-16 e HPV-18 com ne
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e -

ulas 

esca

 os dois tipos de HPVs podem 

pref

is, pois a proporção de lesões CIN 

III 

 sido indicadas na etiologia das doenças malignas e 

pré-m

2.4.3 Ciclo e integração viral  

 

O ciclo de vida do papilomavírus difere das outras famílias de vírus uma vez que 

 infecção requer a habilidade das células epiteliais em proliferar (ZUR HAUSEN, 

2002). 

18 que são expressos precocemente, incluindo E2, E4, E5, E6 e E7 que são 

primordiais na patogênese do câncer associado com HPV, desde a regulação de algumas 

funções como replicação e transcrição do DNA viral como também pela imortalização e 

transformação de células infectadas (RADHAKRISHNA PILLAI et al., 2002).  

Em estudos realizados com 47 pacientes com carcinoma, apresentou-se uma alta 

prevalência (58%) de infecção com HPV 16 provocando carcinoma em cél

mosas, enquanto que apenas 23% foram diagnosticados com HPV 18. 

Aproximadamente metade dos casos de adenocarcinoma é atribuído para o HPV tipo 18 

(ARENDS et al., 1993; ALTEKRUSE et al., 2003). 

Duas teorias tentam explicar a prevalência dos tipos de HPV-18 e -16 entre tumores 

de células escamosas e glandulares, no qual (i)

erencialmente infectar diferentes tipos de células cervicais; ou (ii) a infecção das 

células indiferenciadas da lâmina basal pelo HPV-18 pode induzir a uma diferenciação 

glandular, enquanto a infecção pelo HPV-16 pode induzir a uma diferenciação de 

células escamosas. Não há, até o momento presente experimentos diretos para 

comprovar essas hipóteses (ARENDS et al., 1993). 

Alguns autores relatam que a integração do HPV-16 ou HPV-18 ao genoma do 

hospedeiro aumenta a severidade das lesões cervica

que contém HPV integrado aproxima-se da freqüência de lesões que poderão 

progredir para um câncer cervical invasivo (VON KNEBEL DOEBERITZ, 2002; 

HILLEMANNS, WANG, 2006). 

Infecções persistentes com HPV de alto risco e integração do seu DNA no 

genoma de células hospedeira têm

alignas do trato genital feminino (HILLEMANNS, WANG, 2006).  

 

 

 

a

O ciclo tem seu início quando partículas virais alcançam a membrana basal do 

epitélio, através de pequenas rupturas teciduais. O fato dos vírus infectar 

preferencialmente células da membrana basal sugere que para que ocorra a manutenção 

da infecção, o vírus tem que infectar células indiferenciadas. Para tanto o 
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papilomavírus, presente em tecidos perfeitamente adaptados à diferenciação das células 

epiteliais de pele ou mucosas, explora a maquinaria celular (ZUR HAUSEN, 2002). 

 O ciclo viral pode ser dividido em duas etapas: replicação viral e diferenciação celula

Na primeira etapa, ocorre uma replicação silenciosa do genoma nas células da membrana 

r. 

basal, e a expressão dos genes virais é suprimida, embora haja uma expressão limitada dos 

oncogenes virais resultando em aumento da proliferação de células infectadas e sua 

expansão lateral no tecido. É nesta fase em que o genoma viral é replicado até atingir cerca 

de 100 cópias e desta forma se mantém por tempo indeterminado no início da infecção das 

células. Na segunda etapa, as células basais são impulsionadas até ao compartimento 

suprabasal, onde elas perdem sua habilidade de divisão e em lugar disso iniciam o 

programa de diferenciação final (MUNÕZ et al., 2006). Nas camadas mais externas do 

epitélio da epiderme ou mucosas, partículas virais são formadas e liberadas como 

conseqüência da renovação natural das camadas superficiais (ZUR HAUSEN, 2002; 

MUNÕZ et al., 2006) (Figura 5). Desta forma, a infecção pelo HPV não é acompanhado 

por inflamação, e não há um sinal óbvio de “perigo” para alertar o sistema imune sobre a 

presença do vírus. Isto pode resultar em uma infecção persistente e crônica, e o hospedeiro 

pode ignorar o patógeno por longos períodos (STANLEY, 2005). 

 

 

 
Figura 5. Representação mostrando o ciclo celular do HPV. A infecção das células da camada basal 

pelo HPV e a liberação das partículas virais que pode infectar tecidos adjacentes (ZUR 

 

 

HAUSEN, 2002). 
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Este processo ocorre com os diferentes tipos de HPV, principalmente em lesões 

benignas, no qual o vírus permanece geralmente extracromossomal ou epissomal. 

Entretanto, além do ciclo viral, os sorotipos de alto risco apresentam capacidade de se 

integrarem ao genoma do hospedeiro. Em tecidos de pacientes com lesões cancerosas 

pode ocorrer tanto o DNA viral epissomal como integrado ao DNA da célula 

hospedeira. Durante o processo de integração do DNA do HPV, ocorre uma quebra na 

região E1/E2/E4/E5 do genoma viral, o que leva à diminuição da expressão das 

mesmas. Desta forma, há um descontrole e aumento na expressão das oncoproteínas E6 

e E7, devido à diminuição da expressão de E2, que codifica uma proteína que inibe a 

transcrição destas oncoproteínas, o que pode levar a formação de células malignas 

(MOTOYAMA et al., 2004).  Como a seqüência gênica da E5 também é perdida no 

processo de integração do DNA epissomal com o cromossomo da célula hospedeira, 

concluiu-se que ela não está obrigatoriamente envolvida em eventos tardios da 

carcinogênese mediada por HPV. Parte do gene L2 é perdida na integração, mas a L1 

permanece intacta após a integração (ZUR HAUSEN, 2002) (Figura 6). 

 

 

 

 
Figura 6. Representação esquemática da integração do DNA de HPV ao DNA da célula hospedeira, 

apresentando a seqüência deletada nesta inserção (ZUR HAUSEN, 2002; VON KNEBEL 
DOEBERITZ, 2002). 
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2.5 acinas profiláticas e terapêuticas 

a maioria dos indivíduos, a infecção pelo HPV induz uma resposta local e mediada 

por células eficientes; que resulta na eliminação do vírus e uma proteção subseqüente 

con

ção 

e co

 a produção 

natu

sendo 

des

ical no globo terrestre 

ante

V

 

 

N

tra alguns tipos de HPV. O Evento de não regressão das verrugas genitais pode ser 

caracterizada pela falta de uma resposta imune celular adequada nos sítios da infecção 

(STANLEY et al., 2006 & STANLEY, 2005). Uma vez que a regressão de lesões 

intraepiteliais de baixo risco e alto risco é obtida através de uma resposta imune 

humoral e celular contra os antígenos específicos do HPV (ZUR HAUSEN, 2002).  

O aumento da incidência e progressão de infecção por HPV em indivíduos 

imunossuprimidos demonstra a importância de uma resposta imune celular na resolu

ntrole da infecção por HPV (STANLEY, 2005; FRAZER et al., 2004). 

Em alguns indivíduos, há uma resposta imune humoral com a produção de 

anticorpos contra epítopos da proteína maior do capsídio (L1), entretanto

ral ocorre de forma lenta e retardada (DILLNER, 1999). A partir de estudos 

soroepidemiológicos com o papilomavírus foi possível demonstrar que a infecção pelo 

vírus é capaz de induzir, naturalmente, baixos títulos de anticorpos específicos, e muitos 

destes são do tipo IgG, secretados por mucosas (FRAZER, 2002). Isto ocorre, devido a 

expressão das proteínas dos capsídios nas camadas mais superficiais do epitélio 

infectado por HPV, não sendo apresentados de forma eficiente ao sistema imune.  

Considerando que o HPV tem sido identificado como agente etiológico chave para o 

desenvolvimento do câncer cervical, vacinas profiláticas e terapêuticas vêm 

envolvidas. A imunização preventiva baseia-se nas proteínas estruturais L1 e L2 do 

HPV, enquanto que a vacinação terapêutica está fundamentada na resposta imune 

celular pelas proteínas não-estruturais (SMAHEL et al., 2001).  

A WHO estima que vacinas profiláticas efetivas e disponíveis contra HPV não 

deverão reduzir significativamente a incidência de câncer cerv

s de 2050, pois mulheres já infectadas com o vírus de alto risco não serão 

beneficiadas com a vacina profilática. Vacinas terapêuticas contra infecções por HPV 

representarão uma redução de risco de câncer cervical em mulheres já infectadas 

(FRAZER et al., 2004). 
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2.5.1 Vacinas profiláticas 

pesar da baixa titulação de anticorpos produzidos durante uma infecção natural, 

modelos animais indicaram que os mesmos conferem uma proteção contra infecções 

pos

 pré-clínica e clínica para testes com vacinas profiláticas contra HPVs de alto 

risco 

nas causadas 

pelos

 por VLPs que são produtos de clonagem dos genes do capsídio maior 

(L1) 

 

 

A

teriores, podendo permanecer por toda vida (WRIGHT et al., 2006). Assim, esta 

resposta secundária do sistema imune humoral ocorre de forma mais rápida, produzindo 

altos títulos de anticorpos com uma maior afinidade para o antígeno alvo (STANLEY, 

2005). 

Empresas e laboratórios de pesquisa acadêmica estão comprometidos com 

triagens

utilizando uma abordagem baseada na “viral-like particles” (VLPs), partículas 

derivadas de proteínas estruturais L1, ou L1 e L2 (ZUR HAUSEN, 2002). 

A vacina quadrivalente proposta pela MERCK, Co. (New Jersey, USA) contra o 

HPV protege contra lesões precursoras de câncer cervical e lesões exter

 tipos de HPV-6, -11, -16 e -18 e foi licenciada para uso nos Estados Unidos pela 

“Food and Drug Administration” (FDA) em junho de 2006. Uma vacina bivalente tendo 

como alvo o HPV-16 e -18 está em processo de licenciamento pelos órgãos competentes 

da Europa. Devido a enorme associação do HPV-16 e HPV-18 com o câncer no mundo 

inteiro e a limitação dos programas de “screening” baseados na citologia, a expectativa 

é que a vacinação contra o HPV seja rapidamente adotada em muitos países (WRIGHT 

et al., 2006). 

Ambas as vacinas profiláticas são geradas por tecnologia do DNA recombinante e 

são compostas

dos diferentes tipos de HPV que compõem a vacina.  A vacina bivalente é 

produzida utilizando cultura de células, enquanto que a vacina quadrivalente por 

leveduras. Estudos apresentaram que as duas vacinas são altamente imunogênicas. 

Entretanto, a duração da sua proteção ainda é desconhecida, apesar de que, 

considerando a titulação de anticorpos gerada, a proteção poderia permanecer por mais 

de 42 meses após da vacinação (WRIGHT et al., 2006). 
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2.5.2 Vacinas terapêuticas 

onceitos similares desenvolvidos na imunoprevenção para o HPV têm sido 

també  aplicados para imunoterapia. Vacinas quiméricas têm sido construídas com 

epítop

 para o câncer cervical associado com o HPV. Infecções 

imunu

são dos tumores existentes 

atravé

 Research”. A TA-CIN é uma fusão protéica das proteínas virais L2/E6/E7, 

tem m

os de clonagem e produção destas oncoproteínas constituem um passo 

funda

 

 

C

m

os antigênicos da oncoproteína E7 juntamente com a proteína L1, com a 

finalidade de gerar VLPs. Tais sistemas tem apresentado um efeito preventivo e 

terapêutico, com uma resposta imune contra oncoproteínas E7 em modelos animais 

(ZUR HAUSEN, 2002). 

Algumas evidências sugerem que uma resposta imune celular para E2 e E6 pode 

ser um bom prognóstico

ssupressoras como HIV ou paciente pós-transplante são considerados fatores de 

risco para que uma infecção por HPV torne-se uma lesão pré-maligna ou maligna.  

Assim, uma imunoterapia para as proteínas codificadas pelo HPV é a chave para um 

tratamento eficaz em infecções por HPV (FRAZER, 2002).  

As proteínas não-estruturais têm apresentado uma alta imunogenecidade, e em 

alguns casos sua utilização tem levado a uma parcial regres

s da redução de células T específicas. Conseqüentemente, as oncoproteínas E6 e 

E7 do HPV 16 e 18 têm sido alvos em potenciais para o desenvolvimento de vacinas 

terapêuticas (ZUR HAUSEN, 2002; DAVIDSON et al., 2004; DUGGAN-KEEN et al., 

1998).  

  Duas vacinas semelhantes, TA-HPV e TA-CIN, estão em desenvolvimento pela 

“Xenova

ostrado uma resposta de células T em estudos pré-clínicos em modelos animais 

(DAVIDSON et al., 2004; VAN DER BUNG et al., 2001). Por outro lado, a TA-HPV, 

uma vacina recombinante de vírus codificando oncoproteínas E6 e E7 do HPV-16 e -18 

modificadas, apresentou-se segura e imunogênica em pacientes com câncer cervical 

avançado, câncer cervical em estágio inicial e neoplasia intraepitelial cervical de alto 

grau.  

Devido à dificuldade existente no cultivo de células virais em laboratório, 

advent

mental para o desenvolvimento de medicamentos sítios específicos e até mesmas 

vacinas, preventivas ou terapêuticas. 
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2.6 Sistemas de expressão 

 

 Escherichia coli representa um dos mais poderosos sistemas de expressão 

heteróloga, pois seu genoma já foi totalmente mapeado, além de fácil manipulação, 

crescim

inante, foi geneticamente transformada no final dos anos 70 e assim começou 

sua lar

2.6.1 Pichia pastoris vesus proteínas recombinantes 

 

      Há 30 anos atrás, Koichi Ogata descreveu a habilidade de certas espécies de 

vedura utilizar o metanol como única fonte de carbono e energia (OGATA et al., 

 

A

ento rápido, baixo custo, e eficiência na secreção das proteínas, o que facilita a 

sua posterior recuperação. Entretanto, pelo fato da E. coli ser um organismo procarionte, 

faltam organelas intracelulares, tais como retículo endoplasmático e complexo de Golgi 

que estão presentes nos organismos eucariontes, e são responsáveis pelas modificações 

das proteínas que estão sendo produzidas. Por isso, várias proteínas eucariontes de 

interesse comercial não puderam ser expressas eficientemente nesse organismo (CINO, 

1999). 

A Saccharomyces cerevisiae após o advento da tecnologia do DNA 

recomb

ga utilização para obtenção de proteínas heterólogas. Dessa forma, com a 

introdução da levedura S. cerevisiae, muitos dos problemas que havia com E. coli foram 

resolvidos, entre eles podemos citar: ausência de modificações pós-traducionias, 

conformação incorreta e baixos níveis de expressão. Porém, um problema detectado na 

produção por S. cerevisiae era a hiperglicosilação das proteínas secretadas. 

Conseqüentemente, outras leveduras têm sido apresentadas como sistemas alternativos 

de expressão por apresentarem vantagens sobre S. cerevisiae. Entre esses novos 

sistemas pode-se destacar Pichia pastoris que é facilmente manipulada, apresenta altos 

níveis de expressão de protéica intracelular e extracelular, além de realizar modificações 

pós-transducionais como: glicosilação, formação de pontes de dissulfeto e 

processamento proteolítico (CEREGHINO et al., 2002). 

 

 

 

  

le

1969).  No ano de 1970, aproximadamente, a empresa “Phillips Petroleum Company” 

desenvolveu um protocolo para crescimento de P. pastoris com metanol em cultura 

contínua, propondo o uso dessa levedura como fonte de alimento animal, por ser capaz 
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de crescer em altas densidades. Entretanto, foi constatado que utilizando um substrato 

barato o processo de produção era inviável economicamente, depois da crise do óleo 

devido ao aumento significativo do metanol. A empresa contratou a “Salk Institute 

Biotechnology/Industrial Associates, Inc.” (SIBIA, La Jolla, CA) para transformar a P. 

pastoris em um sistema de produção de proteínas recombinantes. Pesquisas 

coordenadas pela SIBIA isolaram o gene e o promotor do álcool oxidase, gerando 

vetores, linhagens, e posteriormente um protocolo para manipulação genética da P. 

pastoris. Após 1993, a empresa “Phillips Petroleum Company” concedeu a licença para 

“Invitrogen Corporation” (Carlsbad, CA) para vender componentes do sistema 

(CEREGHINO AND CREGG, 2000). 

 A P. pastoris é ideal para expressão de proteínas heterólogas por três razões: 

facilidade de manipulação genética, expressão da proteína de interesse em altos níveis e 

 JUSTIFICATIVA 

O câncer cervical é o segundo tipo mais comum entre as mulheres no globo 

rrestre, sendo o mais comum o câncer de mama. A associação de tipos de HPVs de 

alto ris

capacidade de realizar modificações pós-traducionais na proteína.  Por estes motivos a 

P. pastoris tem sido utilizada na clonagem/expressão de proteínas de interesse clínico 

como: insulina humana, albumina humana do soro, antígenos para vacina contra málaria 

e colágeno humano tipo I (CEREGHINO et al., 2002). 

 

 

 

3

 

 

te

co com lesão neoplásica cervical está bem descrita e pode ocorrer independente 

de outros fatores de risco, mas felizmente uma pequena fração de mulheres infectadas 

com HPV eventualmente desenvolverá câncer. Entretanto, este pequeno número, 

segundo dados da Organização Mundial de Saúde, a partir de 2020 pode chegar à cerca 

de 15 milhões de novos casos de câncer ao ano no mundo. Mantidas as condições 

socioculturais atuais, cerca de 70% desses tumores ocorrerão em países dos quais 

apenas 5% possuem recursos para controle da doença. Aplicando-se o conhecimento 

científico aliado à tecnologia atual, poder-se-ia reduzir cerca de um quarto a incidência 

de todos os cânceres e curar a terça parte deles. Com essas medidas, reduzir-se-ia a 

incidência da doença à metade nos próximos 25 anos segundo a WHO (1998).   
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 A resposta imune constitui um ponto importante na eliminação do vírus, visto 

que pacientes imunocomprometidos são mais susceptíveis a infecção por HPV 

4 OBJETIVOS 

 

al 

oncogene E6 do Papilomavírus humano sorotipo 16 em sistema de 

xpressão de proteínas heterólogas em linhagens da levedura Pichia pastoris. 

 

ições de amplificação do gene E6 de HPV-16. 

.2.2- Purificação dos amplicons de E6. 

s; 

dio pPICZA; 

smídio para 

4.2.7- Obtenção de células (P.  pastoris) transformantes; 

ipo 16. 

 

(DAEMEN et al., 2003). Dessa forma a expressão gênica da oncoproteína E6 em Pichia 

pastoris e posterior análise estrutural e imunogênica da proteína pode ajudar a elucidar 

o mecanismo de atuação da HPV 16 na célula, além de permitir o desenvolvimento de 

vacinas terapêuticas ou medicamentos sítio-específico capazes de erradicar a doença.  

 

 

4.1 Objetivo ger

 

Clonagem do 

e

 

4.2 Objetivos específicos 

4.2.1- Otimização das cond

4

4.2.3- Tratamento dos amplicons de E6 com enzimas de restrição adequada

4.2.4- Clonagem dos genes E6 no plasmí

4.2.5-Obtenção de células (E. coli) transformantes e extração do pla

seqüenciamento; 

4.2.6- Linearização do vetor para promover a integração no genoma do hospedeiro; 

4.2.8- Seleção de recombinantes de P. pastoris expressando o gene E6 do HPV sorot
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ABSTRACT 

ervical cancer is the third disease more common in women and is mainly caused by 

avirus (HPV). HPV-16 is a high-risk type that is responsible for 58% of 

ll cervical cancer cases. Three oncogenes are involved in virus development and 

 

C

human papillom

a

maintenance inside human cell. E6 is one of the oncogenes that is transcribed in a early 

stage with the purpose of deregulating the cell cycle by p53 inactivation. The cell cycle 

deregulation leads to an alteration in cell morphology and physiology, and may cause 

cancer. In this work, we cloned HPV-16 E6 gene into Pichia pastoris expression system 

in order to obtain large amount of soluble protein, and avoid inclusion bodies from 

Escherichia coli system and hyperglycosylated protein obtained from Saccharomyces 

cerevisiae system.      
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INTRODUCTION 

 

vasive cervical cancer is the second most common cancer in women worldwide [1]. 

 of new cancer cases are registered each year and cervical cancer 

h 493 thousand [2]. Epidemiology studies showed that cervical cancer 

 present [13]. 

Prokar

 correct protein 

deliver

 

In

Around 10,9 millions

contributes wit

still remained as major death reason for malignant tumor patients among women [3]. In 

1974, some researches began to postulate the relation between HPV and cervical cancer 

[4]. In 2001, it was assumed that HPV is a risk factor for cervical cancer, that together 

with other co-factors (long-term use of hormonal contraceptives, high parity, tobacco 

smoking, immunosuppression, co-infection with HIV, Chlamydia trachomatis (CT) and 

herpes simplex virus type-2 (HSV-2)) can induce the progression from cervical lesions 

to cervical cancer [5]. The most important HPV types are classified as high-risk or 

carcinogenic types due to the ability to develop cervical cancer [6, 7].  HPV-16 is 

responsible for 58% of the prevalence of cervical cancer, while HPV-18 is associated to 

approximately one half of squamous cell carcinoma. Only 12% of cervical cancer is 

related to HPV-18 [3, 8]. Structurally, HPV genome consist of 8000 bp composed by 

early genes (E1 to E7) and late gene (L1 and L2) besides the upper regulatory region 

(URR) [3, 9]. E5, E6 and E7 are oncogenes involved in the development of cervical 

cancer. Nevertheless, researches are focused in E6 and E7 proteins due to their ability to 

immortalize human cell in tissue culture. The synergic effects of these proteins are well 

known [10]. E6 is capable to inactivate p53, a protein involved in cell cycle control 

[11].  Once E6p binds to p53, a degradation pathway via the ubiquitin starts, allowing 

that infected cells remain growing, instead of inducing apoptosis [5, 12].  

Papillomaviruses are not able to be propagated in tissue culture and attenuated 

virus can not be used as vaccine approach due to its oncogenic potential. E6 protein also 

can not be isolated from natural lesions because of the trace amounts

yotic system expression was not successful in protein production without 

inclusion bodies formation [13], then eukaryotic system are preferred.  

Pichia pastoris represents a new system for heterologous protein expression 

with some advantages like existence of a strong and tightly regulated promoter from the 

alcohol oxidase 1 (PAOX1), gene expression induced by methanol,

y system without occurrence of protein hyperglycosylation [14-17]. In order to 

carry out crystallographic and immunological studies, we cloned E6 gene from high risk 

HPV-16 into P. pastoris genome, obtaining a recombinant strain able to express this 

oncoprotein in intracellular pathway.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Microo anisms 

scherichia coli DH5α was used as host as well as Pichia pastoris GS115 (his4) strain, 

itrogen (San Diego, CA). pPICZA (Invitrogen - San Diego, CA) was 

sed to compose the expression system. Bacterial growth was performed in LB broth 

6 amplification was performed using a pET28a.E6Nhe as template (kindly provided by 

P, Brasil). The PCR reaction was made using 20 ng DNA; 

.5μl specific primers (10 pmol) FE6KpnZA (5’-CTGGGGTACC

rg

 

E

purchased by Inv

u

(10g/l tryptone, 5g/l yeast extract, 10 g/l NaCl) and low-salt LB broth (1% tryptone, 

0.5% yeast extract, 0.5% NaCl). P. pastoris strain was cultivated in YPD media (1% 

yeast extract, 2% peptone and 2% dextrose). Recombinant P. pastoris were grown in 

MMH media (1.34% YNB, 4x10-5% Biotin, 4x10-3% Histidine, 0.5% Methanol).   

 

E6 gene cloning procedures 

 

E

Dra. Andrea Balan, USP – S

1 ATGCACCAA-3’) 

and RE6ApaZA (5’-TTGTTCGGGCCCCAGCTGGGT-3’); 2.5 μl Buffer Taq Platinum 

10X; 0.5 μl Platinum Taq Pol (5 U/μl); 0.5μl MgCl2 (50 mM), 0.5 μl dNTP (40 μM). 

Amplifications were performed in Rotor Gene 6.0 (Applied Biosystems, USA) with the 

following settings:  95°C for 1 min, followed by 40 cycles at 95°C for 30 s, 68°C for 

20s (touchdown each 5 cycles) and 72°C for 1 min, and ending with 72°C for 1 min. 

The amplified products were observed in 1% agarose gel and quantified using Low 

DNA Mass Ladder.  PCR product was purified with QIAquick PCR Purification Kit 

(QIAgen, Hilden, Germany) and subsequently cloned into pPICZA, using T4 DNA 

ligase, following the manufactory instructions. All reagents were purchased by 

Invitrogen (San Diego, CA).  The vector was transformed in E. coli DH-5α competent 

cells by heat shock and incubated over night in low-salt LB media containing 25μg/mL 

zeocin, under orbital shaker at 37oC. Recombinant colonies were selected by zeocin-

resistance. The plasmids were extracted for alkaline lysis according to Sambrook et al. 

(1989) (18). KpnI and ApaI were used to check E6 gene liberation from pPICZA.E6 to 

follow cloning steps. 

 

P. pastoris integration assay 
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Midi-prep plasmid protocol was used to obtain high amount of pPICZA.E6. The 

lasmid was digested with SacI, restriction enzyme that has unique restriction site in 

earization for efficient integration into P. pastoris strain. 

The recombinants plasmids extracted and linearized were checked on 1% agarose gel, 

 was achieved using a fluorescent-based dideoxy 

quencing method using DYEnamic™ ET Dye Terminators in automated DNA 

 (MegaBACE 750, GE, Life Science – USA) using specific primers 

AOX1 (5’-GACTGGTTCAATTGACAAGC-3’) and RAOX1 (5’-

 

mplate pET28a.E6Nhe was used to clone the E6 gene to pPICZA plasmid. 

nce treated with specific restriction enzymes the amplicon was purified and cloned 

zymes, with KpnI and ApaI. The recombinant 

p

pPICZA, allowing vector lin

stained with ethidium bromide. Digested plasmid was purified to remove enzymes and 

enzymatic buffer using MinElute Reaction Cleanup Kit (QIagen, USA). LiCl 

transformation method was used to transform P. pastoris cells with shuttle vector 

pPICZA. Recombinant colonies were selected on YPD plates containing Zeocin 

(100μg/ml) after 2-3 days incubation at 30ºC. To confirm the integration, a colony PCR 

was performed in Gradient Eppendorf Mastercycle (USA) using a single colony 

ressuspend in water, and treated with lyticase enzyme [19]. AOX1 primers were used in 

the PCR reaction, programmed for 40 amplification cycles running with 94ºC 

denaturation step for 1 min, 55ºC annealing step for 1 min and 72ºC extension step for 1 

min, including an initial denaturation step of 2 min and final extension step of 7 min. 

The amplicons molecular weights were analyzed by electrophoresis through 1% agarose 

gel stained with ethidium bromide.  

 

DNA sequencing 

 

Determination of E6 gene sequence

se

sequencing system

F

GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’). The sequences of the PCR-amplified products 

were analyzed with basecalling raw data in Sequence Analyzer and submitted to 

BLASTN (NCBI) to compare the similarity of E6 gene cloned and NCBI databank. 

 

RESULTS  

 

E6 cloning into pPICZA shuttle vector 

The te

O

into pPICZA treated with the same en

 40



plasmi e target sequence under restriction enzyme 

treatme

us E6 gene (477bp) (Figure 2B). KpnI was able to 

ted sequence, 

obtaine

ids were digested with SacI to proceed with P. pastoris GS115 

ansformation. A high frequency transformation was obtained in YPD plates containing 

n of the target gene, direct PCR screening of P. 

astoris clone was performed. The results are presented in Figure 4. 

teins from HPV, which transforms human cells by binding p53 protein, 

annot be cultivated in laboratory or isolated from natural lesions [13]. In order to 

 system, the E6 gene was amplified and cloned into a shuttle 

ector able to integrate to P. pastoris genome. 

d obtained was unable to liberate th

nt. Alternatively, the PCR product was cloned into pPICZA after treatment of 

both sequences with KpnI and ApaI. The plasmid extraction was analyzed by 

electrophoresis as shown in Figure 1. 

 Selected plasmids were used as template to obtain E6 gene amplification with 

the aim to confirms the target gene presence (Figure 2A). Restriction enzyme digestion 

was also used as gene presence confirmation, generating 3782 bp fragment 

corresponding to pPICZA (3305bp) pl

cut the sequence in unique restriction site, but we were not able to cut the plasmid with 

ApaI, despite the presence of this restriction site in the plasmid sequence. 

The nucleotide sequencing was performed to confirm the E6 gene sequence in 

positive plasmids. Alignment of raw data (636 nucleotides sequenced) was performed at 

NCBI, using Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN) to verify the identity. 

Online software revealed 93% nucleotide identity between the inser

d in Sequence Analyzer Software (GE, Health Care, USA), and HPV-16 E6 

sequences in databank. The sequence showed 93% score, E-value 3e-157 of identify 

between the cloned sequence and NCBI databank. Then, the plasmid obtained can be 

present as in Figure 3. 

 

E6 integration into P. pastoris genome 

 

The recombinant plasm

tr

zeocin. To be sure about the integratio

p

 

DISCUSSION 

 

E6 cloning in P. pastoris 

 

E6 is an oncopro

c

obtain an yeast expression

v
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E6 cloning into P. pastoris expression system started with PCR of target gene. 

Touchdown technology was used to obtain specific amplifications. The product was 

treated with specific restriction enzymes included as adaptors in the forward and reverse 

primers in order to allow the insertion of E6 sequence in the same reading frame as myc 

2] and insulin-like growth factor [23]. 

n at 4ºC for 5 weeks [13], but 

express

epitope and polyhistidine tag sequences from the pPICZA shuttle vector. An extra 

sequence was also added to the primer sequence to allow easy direct cloning. After 

insertion and transformation, the selected colonies grown in zeocin-containing L 

medium were used to obtain high amount of pPICZAE6.16 (Figure1). The amplification 

of the target sequence was obtained using specific primers (FE6KpnIZA and 

RE6ApaIZA) under the same conditions, resulting in strong specific amplification 

(Figure 2A). Additionally, restriction enzyme treatment should liberate E6 gene from 

pPICZAE6.16. However, only KpnI was able to cut the sequence and result in linear 

plasmid at the correct size (3781 bp). Probably, ApaI restriction site was methylated by 

the E. coli DH-5α used as host, avoiding the gene liberation. This effect occurs as a 

modification in the restriction endonucleases specific-sites in DNA of prokaryotes, 

eukaryotes and viruses. The modification at 5-methylcitosyne (5mC) generates a 

sequence GGGm5CCC that inhibits DNA cleavage in prokaryotes, eukaryotes and 

viruses [20].  

Once pPICZAE6.16 was constructed (Figure 3), an integration was performed to 

obtain P. pastoris GS115 recombinant, generating a Mut+ phenotype. This strain has 

been used to express gene with medical importance like Hepatite B Surface Antigen 

[21], cistatin [2

These results enables the study of expression of E6 protein produced by P. 

pastoris, which is a methylotrophic yeast that can express recombinant protein with 

more efficiency than other expression systems. The expression of the E7 gene from 

HPV-16 using E. coli demonstrated a stable protei

ion in P. pastoris increased the stability time of the protein due the decrease of 

the toxic levels by its respiratory methabolism. Schizosaccharomyces pombe was used 

as expression system, but showed low yields with maximum of 0.8mg from 5x1010 cells 

[24]. HPV-6 E7 gene was cloned into Saccharomyces cerevisiae GAL7 expression 

vector and obtained a yield of 2µg/ml of culture after purification steps [25]. 

Screening of recombinant P. pastoris GS115E6.16 colonies is being performed 

in Erlenmeyer flasks. Additional colonies were stored in deep freezer until fermentative 

experiments can be done.  Further studies could optimize E6 protein by P. pastoris to be 

used in crystallographic and immunological experiments.  
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ão Paulo”, for supplying the 

mplate of pET28a.E6Nhe containing HPV-16 E6 gene. 
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Figure 1. Agarose of red-faced with ethidium bromide showing pPICZA 

E6.16 clones (1µl). Lines: (1) Ladder 1Kb Plus, (2-11) Plasmids extracted. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 46



 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

m late and 

FE6KpnIZA and RE6ApaIZA as specific primers, observed in 1% agarose gel. Lines: 

(1) Ladder 1Kb Plus, (2-4) 3µl E6 gene. (B) Enzymatic digestion of pPICZAE6.16 

using KpnI to confirms gene presence. Lines: (1) Ladder 1Kb Plus (Invitrog ); (2-3) 

PICZA E6.16 treated with KpnI. 
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Figure 2. (A) E6 gene (477 bp) amplifica ption, using pPICZA.E6.16 as te
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igure 3. Schematic illustration of recombinant plasmid obtained by the insertion of 

PV-16 E6 into pPICZA shuttle vector. 
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igure 4. CR screening of GS115 Pichia pastoris 

lones containing HPV-16 E6 gene. Lines: (1) Ladder 1Kb Plus, (2) pPICZA∅, (3) 

PICZAE6.16, (4) Pichia pastoris GS115E6.16, (5) Pichia pastoris GS115. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O advento da biologia molecular tem tornado possível estudos mais avançados 

cerca da estrutura de diferentes proteínas e da capacidade que as mesmas têm de 

duzir uma reação imunológica. Nós realizamos a clonagem do gene E6 do HPV-16 

o genoma da P. pastoris, confirmado por seqüenciamento dos genes. 

Futuramente, a otimização da expressão desta oncoproteína permitirá a obtenção de 

quantidade suficiente de proteína para analisar sua estrutura, através de experimentos de 

cristalo

a

in

por recombinação a

grafia e realizar experimentos imunológicos, visando o desenvolvimento de 

vacinas terapêuticas ou medicamentos sítio-específicos capazes de erradicar uma 

doença que acomete mais de 19.000 mulheres no nosso país.  
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1 Introdução 

Cerca de 490.000 novos casos de câncer cervical tem ocorrido entre mulheres do 

undo todo a cada ano (FERLAY et al, 2004).  No Brasil, a estimativa de incidência 

ponta o câncer de colo do útero como o terceiro mais comum entre as mulheres no ano 

e 2006, com estimativa de 19.260 novos casos em

006), no estado de Pernambuco, estima-se que ocorram 22,16 novos casos para cada 

00.000 mulheres. 

O papilomavírus humano (HPV) é o principal agente envolvido em lesões 

enignas e malignas, caracterizado como baixo-risco e alto-risco (MUNÕZ et al. 2006). 

s HPVs de alto-risco, como os sorotipos 16 e 18, são capazes de produzir as 

ncoproteínas E6 e E7 que alteraram as funções das proteínas regulatórias do ciclo, 

como  

A identificação dos tipos de HPV envolvidos na lesão do cérvix pode resultar em 

um tratamento mais rápido e eficaz. Atualm nte, o teste de Papanicolau, técnica que foi 

descrita por George Papanicolaou em 1941, tem sido aplicado como principal método 

de exame preventivo. Esta técnica se enta na coleta de amostras para 

interpretação da morfologia das células que são liberadas da superfície do cérvix 

ASIENI et al, 1996). 

Os avanços biotecnológicos p ar com maior eficiência a presença 

do vírus HPV em amostras nfectadas, com a utilização 

de “Southern Blot” , Reação d  (PCR) com o uso de primers 

consensus, e hibridização in situ (HIS) (BOSCH, MUNÕZ, 2002). Apesar destas 

tecnologias, ainda h m lesões de câncer 

ervical.  

Trabalhos recentes têm descrito a utilização de DNA fita simples ou dupla como 

olde para sintetizar materiais nanoestruturado altamente organizado e para a fabricar 

de aparelhos sensores nanoelétricos ( , 2000). Muitas detecções diretas de 

DNA são baseadas na hibridização da sonda de fita simples de DNA com a sua fita 

complementar (POUTHAS et al, 2004). Os biosensores têm apresentado um rápido 

desenvolvimento na área de diagnóstico. 
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Neste trabalho, para a utilização de tas de DNA de HPV, nós propomos a 

exploração da alta especificidade do DNA pela sua fita complementar no 

desenvolvimento de um biosensor fluorimétrico simples e eficaz. 

 

 Objetivos 

2.2 Ob

nte para o grupo do Prof. Dr. Celso Melo. Estas nanoparticulas 

são co

O

q Platinum 10X; 0,5 μl Platinum Taq Pol (5 

U/μl); 0,5 μl MgCl2 (50 mM), 0,5 μl dNTP (40 μM), com volume final de 25  μl. As 

fi

2
 
2.1 Objetivo geral 

 

Detecção direta de DNA pela hibridização molecular entre as fitas simples de DNA 

e a sua fita complementar (E6 de HPV sorotipo 16). 

 

jetivo específico 

 

- Amplificação do gene E6 de HPV-16 e 18; 

- Purificação dos amplicons de E6; 

- Ligação do DNA às nanopartículas fluorescentes   

 

3 Metodologia 

 

3.1 Nanoparticulas 

 As nanoparticulas utilizadas foram fornecidas pelo Departamento de Física da 

UFPE e são alvo de pate

nstituídas de ouro e polianilina (Au/PANi), em uma combinação fluorescente, 

visível sob luz UV, que se comporta como polication e é capaz de se ligar aos grupos 

fosfato do DNA (poliânions). 
 

3.2 Reação de polimerização em cadeia (PCR) da E6. HPV 16 e 18 

 

 plasmídeo pET28a/E6, contendo o gene E6 de HPV 16, foi utilizado como 

molde para amplificação da seqüência gênica desejada. Os oligonucleotídeos 5’-

GCTGAATTCATGCACCAA-3’ (FE6EcoRI/ZA - sense) e 5’-

CGTTCTAGAATCAGCTGGGT-3’ (RE6XbaI/ZA - anti-sense) foram utilizados na 

amplificação da E6. A reação foi preparada utilizando 20 ng DNA; 0,5 μl primers 

específico (10 pmol); 2,5 μl Tampão Ta
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con

2˚C concluindo com a 

incubação de 1 min a 72˚C.  

O gene E6 de HPV sorotipo 18 foi amplificado a partir do plasmídeo pBR322 

a do HPV-16, utilizando os primers sense FE6.18 Kpn/ZA (5’-

CGCTTTGA-3’) e RE6.18 anti-sense ApaI/ZA(CHT) (5’-

GGGCCCTACTTGTGTTTCTCT-3’), sob as seguintes condições: 20 ng DNA; 1.5 μl 

prim

P (40 μM). A reação de PCR foi 

realizada em Gradiente Mastercycle (Eppendorf) nas seguintes condições: 1 min a 95ºC 

 etapas de 30 seg a 95ºC, 20 seg a 68º C, 1min a 72ºC, seguida 

de uma ciclagem final de 1min a 72 ºC. 

 plificação foi visualizado através da 

eletrofo o com brometo de etídio. Os amplicons gerados, 

antes d utilizando o Kit QIAquick PCR 

Removal Purification (QIagen), para eliminar todos os resíduos de enzimas, sais e primers 

A foi mantido em água ultrapura . 

 

 às nanoparticulas 

suspensas em etanol diluído. Esta mistura é adicionada à 

aca contendo o DNA fita simples imobilizado. Ao material é adicionado uma 

niciar a etapa de 

vagem. Este material é lavado, suavemente, com água ultrapura para possibilitar a 

visua

dições de ciclagem foram realizadas em Rotor Gene 3000 (Uniscience, Cobertt 

Research) como descritas a seguir: 1 seg a 95˚C; 30 repetições de: 1min  a 95˚C, 30 seg 

a 56˚C -Towchdown (diminuição de 4˚C a cada ciclo) e 30 seg a 7

contendo o genom

GGTACCATGGCG

ers específico (10 pmol); 2.5 μl Tampão Taq Platinum 10X; 0.5 μl Platinum Taq 

Pol (5 U/μl); 0.75 μl MgCl2 (50 mM), 0.5 μl dNT

seguido de 40 ciclos com

Uma pequena amostra do produto da am

rese em gel de agarose 0,8%, corad

e serem ligados às nanoparticulas, foram purificados 

da reação, e o DN

3.3 Ligação do DNA

 

O DNA amplificado de E6 de HPV16 foi ligado ã uma lâmina de vidro silanizada (para 

remoção dos grupamentos OH) em alta temperatura (aproximadamente 95º C) para 

permitir a abertura da dupla fita de DNA. Posteriormente, é adicionada uma solução de 

nanoparticulas fluorescente res

pl

preparação pré-aquecida a 95ºC, que foi submetido à secagem para i

la

lização da intensidade de fluorescência obtida a partir da concentração de DNA 

aderido às nanoparticulas fluorescentes.  As amostras foram observadas em microscópio 

de fluorescência e as imagens captadas por câmera digital. 
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4. Resultados e Discussão 
 

Para visualização do efeito obtido pela interação entre os grupos fosfato do DNA e 

as nanoparticulas fluorescentes, foram realizados testes de: (1) adesão do DNA fita 

simples de HPV-16 na lâmina silanizada, (2) ligação prévia do DNA à nanoparticula, 

(3) adesão da nanoparticula à lamina silanizada  e (4) adesão do DNA fita simples à 

lamina silanizada com posterior ligação deste à fita complementar e aplicação das 

nanoparticulas fluorescentes.  

Quando a solução de nanoparticulas é adicionada diretamente à lamina, não corre 

fixação, resultando em efeito aquoso indefinido (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Foto da lamina silanizada com adição de nanoparticulas à sua superfície quando exposta à luz 
ultravioleta em microscópio de fluorescência (ampliação de 100x). 

 

Quando foi realizada a adição da fita simples da seqüência gênica da E6 de HPV-16 

à lamina seguida da fita complementar e posterior aplicação das nanoparticulas de 

Au/PANi  a visualização em microscópio de fluorescência apresentou-se bem diferente 

da anterior, com pontos específicos sinalizadores da ocorrência da ligação (Figura 2).  
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Figura 2. Foto da lâmina silanizada contendo 10µl do DNA fita simples da E6 de HPV-16 aderido à sua 
fita complementar e às nanopartículas, sob o foco de um microscópio de fluorescência e aumento de 
100x. 

 

 

Esta preparação apresentou alta fluorescência, o que pode dificultar uma 

quantificação precisa. Desta forma, foi adicionada uma etapa de lavagem ao protocolo 

final para garantir a retirada de excesso de DNA não aderido à lamina e de 

nanopartículas não aderida aos grupos fosfatos ou aderidas à DNA não imobilizado. 

Desta forma, foi possível obter uma imagem mais limpa do sistema fluorescente (Figura 

3). 
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Figura 3. Foto da lamina silanizada contendo o 1µl DNA fita simples da E6 de HPV-16 aderido à sua fita 
com epl mentar e às nanoparticulas, com adicional etapa de lavagem, sob o foco de um microscópio de 
fluorescência e aumento de 100x. 

Em experimentos adicionais, foi observado que a mudança no pH da solução pode 

afetar a luminescência e propriedades dielétricas dos sistemas coloidais de 

Au/polianilina. A microscopia eletrônica de varredura confirmou a existência de 

favorecimento de agregação linear das nanopartículas metal-polímero causada pela 

interação dipolo-dípolo e a microscopia eletrônica de transmissão revela que o diâmetro 

médio das nanopartículas está na faixa de 2-4 nm. Além disso, medidas de impedância 

das correspondentes soluções coloidais demonstram que a modificação do nível de pH 

da solução afeta o grau de condutividade dos nanocompósitos. Adicionalmente, foi 

possivel demonstrar que pelo controle do grau de protonação do polímero condutor é 

possível controlar a interação das nanopartículas de Au/polianilina (que atuam como 

policátions) com os grupos fosfatos do DNA (poliânions), como observado pela 

microscopia de fluorescência.  

 

 

A visualização em microscópio fluorescente, utilizando uma quantidade diminuta 

de solução de DNA, permitiu observar a localização da gota aplicada na lamina pelo 

halo indicativo, onde este apresenta naturalmente excesso de DNA devido à forças 

intermoleculares e a tensão superficial da água. 
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1 INTRODUÇÃ

 

Cerca de 490.000 novos casos de câncer cervical tem ocorrido entre mulheres do 

undo todo a cada ano.  A incidência desta doença varia de 5 casos para cada 100.000 

ulheres em muitos países industrializados, em comparação mais de 50 casos por 

00.000 mulheres em países em desenvolvimento (Ferlay et al, 2004). 

proximadamente 80% de todos os casos ocorrem em países subdesenvolvidos, devido 

 programas preventivos inexistentes ou ineficazes (Tonon et al, 2006). 

No Brasil, a estimativa de incidência aponta o câncer de colo do útero como o 

rceiro mais comum en  apenas pelo câncer de 

ele (não-melanoma) e pelo câncer de mama, sendo a quarta causa de morte por câncer 

m mulheres. Em 2006, deverão surgir 19.260 novos casos por câncer do colo do útero 

m todo o país, com um risco estimado de 20 novos casos a cada 100.00 mulheres. No 

stado de Pernambuco a taxa estimada é de 22,16 casos para cada 100.000 mulheres 

NCA, 2006). 

 co e 

integração do seu DNA no genoma de células hospedeira, tem sido indicado na etiologia 

das doenças malignas e pré- malignas no ato genital feminino (Hillemanns, Wang, 

2006). Pesquisas têm de V 18 e 16 aumenta a 

severidade das lesões cervicais. 

 O HPV é um vírus de dupla hélice de DNA curto da família Papovaridae, o 

PV é formado por cerca de 8000 nucleotídeos, com o DNA circular (Chang et al, 

2005).  

O genoma do HPV é d dificados precocemente ou 

“early” (E1, E6 ou E7), genes codificados t ente ou “late” (L1 e L2) e uma região 

regulatória (URR). As regiões de genes codificados antecipadamente e tardios são 

expressas em proteín l, 1995). 

 Os papilomavírus são agentes infecciosos caracterizados por espécies que 

ossuem um tropismo celular. O ciclo da infecção e o crescimento viral são totalmente 

ependentes da diferenciação celular (Stanley, 2005), necessitando dessa forma da 

abilidade de proliferação das células epiteliais da mucosa ou epiderme (Zur Hausen et 

l, 1996). Os HPVs estão ligados c de pênis, anal e 

erianal e provoca cerca de 20% dos cânceres oral, de laringe e nasal. 

O DNA do papiloma vírus humano é curto, não-enovelado e possui um grande 

opismo por células epiteliais. O seu genoma compreende entre 7.000 a 8.000 pares de 

O – PROBLEMÁTICA 

m

m

1

A

a

te tre as mulheres em 2006, sendo superado

p

e

e

e

(I

Infecções persistentes com o papi mavírus humano (HPV) de alto rislo

tr

monstrado que a integração do HP

H

ividido em três regiões: genes co

ardiam

as, mas a região URR não é codificada (Park et a

p

d

h

a om os cânceres vulvar, vaginal, 

p

 

tr
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base de dupla fita, sendo DNA circular. Mais que 100 tipos diferentes têm sido 

entificados em humanos. Alguns desses tipos de HPVs, especialmente 16, 18, 31,33 e 

58, apr

 das proteínas 

preco

 com a proteína p53 e a pró-apoptose da proteína BAK (Jackson et al, 

 que as estabilizações de formas ativas de membros 

pecíf

indução da amplificação centriolar, E7 induz aneuplodia em células infectadas, 

contri

e, o que 

parec

Clonar o oncogene E6 do Papilom

id

esentam funções específicas no desenvolvimento do câncer cervical (Nemes et 

al, 2006). 

Dentre os tipos de HPV de alto risco, os tipos 16 e 18 são os mais associados com 

o carcinoma do cervical, e foram clonados em 1983 e 1984, respectivamente (Dürst et 

al, 1983 & Boshart et al, 1984). 

 O potencial oncogênico do Papilomavírus reside na expressão

ce E6 e E7 após infecção celular. Estas proteínas são expressas em tecidos 

malignos e são capazes de imortalizar uma variedade de tipos de células humanas em 

cultura (Münger et al, 1989).  

Várias funções têm sido descritas da E6 e E7, porém observações iniciais revelaram 

que a E6 interage com p53, e E7 interage com a proteína do retinoblastoma (pRB), 

impedindo a atuação desses supressores tumorais na regulação do ciclo celular. A 

interação da E6

2000), resultam em resistência celular à apoptose e aumento da instabilidade 

cromossomal. Em adição, ativação da telomerase (Veldman et al, 2001) e a postulação 

da inibição da degradação da SRC da família das quinases pela oncoproteína E6 (Oda et 

al, 1999), influenciando todas as funções importantes em relação á estimulação do 

crescimento. Tem-se especulado

es icos da família de quinases SRC apresentam contribuições para a transformação 

do fenótipo do HPV (Oda et al, 1999).  

 Por 

buindo para o desenvolvimento de tumores (Duensing et al, 2001). 

As oncoproteínas E6 e E7 podem, independentemente, imortalizar células humanas, 

com uma redução da eficiência (Band et al, 1990 & Halbert et al, 1991). Entretanto, a 

associação da E6 com a E7 resultam um aumento da atividade transformant

e ser devido aos efeitos de complementaridade e sinergismo.  

2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 

 

avírus humano sorotipo 18 em sistema de 

expressão de proteínas heterólogas em linhagens da levedura Pichia pastoris. 
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2.2  Objetivos específicos para E6 do HPV 18 

 

2.2.1-Aperfeiçoar as condições de amplificação do gene E6 de HPV-18; 

2.2.2-Purificar os amplicons de E6; 

2.2.3-

 coli) transformantes e extração do plasmídio para 

se

s de P. pastoris expressando o gene E6 do HPV sorotipo 18. 

 

oi 

N 

A 

te.Os fragmentos 

e p c., 

3.3 Reação de polimerização em cadeia (PCR) da E6. HPV 18 

 A amplificação da seqüência da E6 do HPV 18 utilizou-se os primes específicos 

conforme a tabela 1. O molde de DNA para a seqüência E6 do HPV 18 foi o plasmídeo 

pBR 322/HPV 18. 

 

 Tratamento dos amplicons de E6 com enzimas de restrição adequadas; 

2.2.4- Clonagem dos genes E6 no plasmídio pPICZA; 

2.2.5-Obtenção de células (E.

qüenciamento; 

2.2.6- Linearização do vetor para promover a integração no genoma do hospedeiro; 

2.2.7- Obtenção de células (Pichia pastoris) transformantes; 

2.2.8- Seleção de recombinante

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Microrganismos 

 

Utilizou-se a linhagem DH-5α de Escherichia coli. A linhagem bacteriana f

mantida em meio L (1% triptona, 0,5% extrato de levedura; 0,25% NaCl, 2% agar, 1ml 1

NaOH).  

 

3.2 Plasmídios 

 

O gene E6 do HPV sorotipo 18 foi clonado diretamente no vetor pPICZ

(INVITROGEN), de acordo com as condições determinadas pelo fabrican

lasmídios foram purificados utilizando colunas livres de endotoxinas (QIagen In

Valencia, CA).  
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Tabela 1. Oligonucleotídeos foward e reverse da seqüência da E6 do HPV tipo 18. 

 
cterísticas Nome do oligo Seqüência do oligo Cara

5’ GGT ACC ATG GCG CGC TTT GA 3’  
64°C 

 20 nucleotídeos FE6.18 KPN/ZA 
 
 

 

RE6.18 APAI/ZA 5’ GGG CCC TAC TTG TGT TTC TCT 3’   
 21 nucleotídeos 

64°C

 

A reação do PCR sendo composta de DNA molde, oligos, dNTP, MgCl2, Taq 

ra o 

r Gene 3000(Uniscience, 

 

 a 95°C 

                             2. 30’’ a 95°C 

           3. 20’’ a 64°C 

                             4. 1’ a 72°C 

 produto da amplificação foi visualizado através da eletroforese em gel de agarose 

m brometo de etídio. Para purificação dos amplicons utilizou-se o kit da 

IAGEN (QIAquick PCR removal Purification Kit). 

 

 E6 de HPV-18 e o plasmídeo pPICZA foram submetidos a uma clivagem 

estrição especificas (KpnI e ApaI), permitindo a inserção da seqüência no 

vetor pPICZA, “in frame”. 

ndo um kit da QIAGEN 

IAquick Nucleotide Removal Kit). 

 

onagem e expressão pPICZA foi utilizado como recipiente para o gene 

6 do HPV 18. As concentrações dos produtos purificados foram mensuradas através da 

40 ciclos 

Buffer e 1 U da enzima Platinum Taq DNA polimerase (INVITROGEN), pa

volume final de 25μl. As reações ocorreram no Roto

Cobertt Research): 

 E6. HPV 18_ 1. 1’

                  

                             5. 1’ a 72°C 

                             6. 1’ a 25°C 

 

O

0,8%, corado co

Q

3.4 Tratamento do inserto e plasmídeo com enzimas 

 

O inserto

por enzimas de r

A purificação do tratamento enzimático realizou-se utiliza

(Q

3.5 Clonagem da proteína E6 do papilomavírus do tipo 18. 

 

O vetor de cl

E
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utilização ITROGEN). 

Posteriormente em razão molecular 3:1, o produto purificado foi ligado ao plasmídeo 

pPICZA, sob ação da enzima T4 DNA ligase a 23°C por uma hora. Após verificação da 

lig ao veto tes d α foram 

transform étodo de choque térmico. As células de E. coli transformadas foram 

se plaque  (25 ndições 

ré-determinadas pelo fornecedor. 

 

3.6

 

foram extraídos por lise alcalina utilizando o Método de 

Sambrook modificado, 1989. Após extração dos plasmídios foram purificados em 

colunas (M  por 30 minutos.  

 

 

 

3.7 Linear

 

 

 

lizado o tamanho aproximado em 

ares de bases dos plasmídeos.  

. resultados e discussão 
 
 

 

 do HPV 18, e os amplicons foram purificados e 

visualizados em gel de agarose a 0,8% (Figura 1). 

 

 de um “ladder” quantitativo (Low DNA Mass Ladder/ INV

ação do inserto r por gel de agarose, células competen e E. coli DH-5

adas pelo m

lecionadas pelo amento em meio L contendo zeocina μg/mL) nas co

p

 Extração plasmidial (pPCIZA/E6.18) 

 

Os plasmídeos 

icrocon) e tratados com RNAse

ização 

O pPCIZA/E6.18 possui aproximadamente 3800 pb, dessa forma foram 

utilizadas as enzimas ApaI, KpnI e EcorI separadamente para clivar o plasmídeo em um 

único sítio de restrição. E com a eletroforese foi visua

p

 

4

4.1 Amplicons 

 

Utilizamos os oligonucleotídeos (foward e reverse), conforme especificado na 

tabela 1 para amplificação do gene E6
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                                             1      2    3     4     5     6     7 

 
 

Figura 1. Corrida eletroforética dos amplicons HPV18.E6 purificado 
 
 

4.2 Extração plasmidial 

Após transformação das células fez-se extração plasmidial dos clones 

lecionados. E submeteram-se as amostras a uma corrida eletroforética em gel de 

 

                     1   2  3  4 
                                                           

 
 
 
 

 
 

Figura 2. Gel de agarose 0,8% da extração do pPICZAE6.18. 1-4 Plasmídeo extraído pPICZA E6.18 

1. Ladder 1Kb plus (Invitrogen) 
2 –7 Kpn/apa (CHT) ZA 
 

 
 

se

agarose, onde é possível visualizarmos o DNA plasmidial nas suas três formas (Super 

Enovelado, Circular Relaxado e Linear) (Figura 2). 
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4.3 Linearização  

A linearização por enzimas de restrição comprovou a presença de um fragmento 

 18 possui 477pb e o pasmídio 

pPCIZA aproximadamente 3.305 pb (Figura 3 A e B). No experimento utilizaram-se as 

enzimas ApaI e kpnI  separadamente, que tiveram os seus sítios incluídos na seqüência a 

partir dos primers, e a enzima EcorI também foi utilizada já qu

possui um único sítio de restrição para esta enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 
5 Perspectivas  
 
 
 

/E6 18 para confirmação da ligação 

 células de leveduras, como também sua 

expressão em P. pastoris, será de acordo com as instruções do fabricante 

(INVITROGEN). O metanol será utilizado como indutor do sistema AOX durante o 

crescimento das leveduras nos processos de batelada ou batelada alimentada. Após o 

rmino do cultivo o sobrenadante as células serão separadas para recuperação da 

proteína-alvo. A purificação da proteína heteróloga será realizada em coluna 

cromato m 

auda de histidina. Esta etapa permitirá a s em processos mais 

vançados como testes de imunogenicidade, produção de anticorpos e análise da 

strutura cristalográfica.  

 

 

de aproximadamente 3800 pb, onde o gene E6 do HPV

e o plasmídeo pPCIZA 

 

 

A B
 
Figura 3. (A) Esquema do pPICZAe6.18 (B) Gel de agarose 0,8% da linearização do pPICZA/ E6.18 com as 
enzimas Kpn I, Eco I e ApaI. 
 

 Seqüenciamento dos clones pPCIZA

do inserto com o vetor. A transformação de

té

gráfica revestida com níquel que permitirá recuperar apenas as proteínas co

c utilização das proteína

a

e
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ANEXO C 

BLASTN (NCBI) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 79



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 80



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO D 

INSTRUÇÕES DE AUTORES DO PERIÓDICO DO TRABALHO 
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