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RESUMO 

 

O SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 - Coronavírus da 

síndrome respiratória aguda grave 2), agente causador da doença do coronavírus 2019 

(COVID-9), ainda é considerado uma ameaça, mesmo após o fim da pandemia, 

principalmente pelas diferentes variantes que continuam surgindo. Por isso se destaca a 

importância da vacinação contra o vírus. Dentre as possibilidades de tecnologias vacinais 

estão as vacinas de subunidade carreadas por leveduras, uma abordagem promissora para 

estimular respostas imunológicas eficazes contra os antígenos vacinais. O presente 

trabalho propõe a construção de vetores de expressão que permitam a exposição de 

proteínas derivadas do SARS-CoV-2 na superfície da levedura Pichia pastoris. Para isso, 

os genes SCoV-SintΔ (gene sintético multiepítopos) e RBDwt do SARS-CoV-2 foram 

amplificados para posterior clonagem no vetor de expressão pPGKPVY_Agα a ser 

construído. O cassete de expressão em construção para o vetor inclui o gene promotor 

PGK1, o peptídeo sinal MF-α, sequência IRES PVY (que permitirá a dupla ancoragem) 

e, posteriormente incluirá os genes de interesse fusionados à uma tag de 6xHIS e a 

proteína âncora α-aglutinina. No vetor de expressão pPGK foi adicionada a sequência 

IRES PVY para recrutamento de ribossomos e garantia da continuidade da síntese de 

proteína. A α-aglutinina I, II, que contém a mesma sequência, porém com sítios diferentes 

para serem inseridas em diferentes posições no cassete, permitirão a exposição das 

proteínas recombinantes na superfície da levedura, e o MF-α (fator alfa), que irá secretar 

as proteínas produzidas, também foram amplificados e preparados para inserção no 

cassete de expressão. Após a construção do vetor e inserção dos genes, espera-se a 

obtenção de linhagens de P. pastoris recombinantes a partir de transformação, para então 

avaliar a expressão das proteínas virais, a dupla ancoragem e sua validação a partir de 

análises imunológicas in vitro e in vivo. O carreamento de mais de uma proteína 

recombinante na superfície da levedura abre novas perspectivas na produção de vacinas 

contra uma ampla gama de agentes infecciosos. Com a construção deste vetor, espera-se 

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de vacinação profilática contra o 

SARS-CoV-2, além de demonstrar a utilização de leveduras como plataforma vacinal. 

 

Palavras-chave: Pichia pastoris; SARS-CoV-2; IRES; Dupla ancoragem de proteínas; 

α-aglutinina. 



 

ABSTRACT 

 

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), the causative agent 

of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), is still considered a threat even after the end 

of the pandemic, primarily due to the different variants that continue to emerge. 

Therefore, the importance of vaccination against the virus is highlighted. Among the 

possible vaccine technologies are yeast-carried subunit vaccines, a promising approach 

to stimulating effective immune responses against vaccine antigens. This study proposes 

the construction of expression vectors that allow the display of proteins derived from 

SARS-CoV-2 on the surface of the yeast Pichia pastoris. To achieve this, the SCoV- 

SintΔ (synthetic multi-epitope gene) and RBDwt genes of SARS-CoV-2 were amplified 

for subsequent cloning into the expression vector pPGKPVY_Agα to be constructed. The 

expression cassette being constructed for the vector includes the PGK1 promoter gene, 

the MF-α signal peptide, the IRES PVY sequence (which will allow dual anchoring), and 

will later include the genes of interest fused to a 6xHIS tag and the α- agglutinin anchor 

protein. The IRES PVY sequence was added to the pPGK expression vector for ribosome 

recruitment and to ensure the continuity of protein synthesis. The α- agglutinin I, II, 

containing the same sequence but with different sites to be inserted in different positions 

in the cassette, will allow the display of recombinant proteins on the surface of the yeast, 

and MF-α (alpha factor), which will secrete the produced proteins, were also amplified 

and prepared for insertion into the expression cassette. After vector construction and gene 

insertion, recombinant P. pastoris strains are expected to be obtained from transformation 

to evaluate viral protein expression, dual anchoring, and validation through in vitro and 

in vivo immunological analyses. Carrying more than one recombinant protein on the yeast 

surface opens new perspectives in vaccine production against a wide range of infectious 

agents. With the construction of this vector, it is expected to contribute to the development 

of new prophylactic vaccination strategies against SARS-CoV-2, as well as to 

demonstrate the use of yeast as a vaccine platform. 

Keywords: Pichia pastoris; SARS-CoV-2; IRES; Double protein anchoring; α- aglutinin. 
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     INTRODUÇÃO 

O coronavírus é um vírus que pertence à subfamília Coronavirinae, dentro da 

família Coronaviridae e da ordem Nidovirales. Essa família é composta por quatro 

gêneros: α-coronavírus e β-coronavírus, que podem infectar humanos, e γ-coronavírus e 

δ-coronavírus, identificados apenas em animais. O surgimento do novo coronavírus 

SARS-CoV-2, inicialmente reportado em Wuhan, China, em dezembro de 2019, foi 

marcado por um surto de pneumonia grave que rapidamente se espalhou globalmente, 

levando à pandemia de COVID-19. O SARS-CoV-2 é um vírus de RNA de cadeia simples 

e senso positivo, com um genoma de aproximadamente 30 kilobases, organizado de 

forma a codificar múltiplas proteínas essenciais para seu ciclo de vida. As proteínas 

estruturais Spike (S), Membrana (M), Envelope (E) e Nucleocapsídeo (N), se destacam, 

sendo a proteína Spike crucial para a entrada do vírus nas células hospedeiras através da 

ligação ao receptor Enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2). Essa interação é central 

para a infecção e propagação do vírus, tornando a proteína Spike um alvo importante para 

o desenvolvimento de vacinas e terapias. Após a entrada na célula hospedeira, o vírus 

passa por um ciclo de replicação e transcrição, culminando na montagem e exocitose de 

novos vírions infecciosos. 

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, infectou cerca de 775 

milhões de pessoas e resultou em aproximadamente 7 milhões de mortes até maio de 

2024, conforme dados da OMS. Embora a OMS tenha encerrado a Emergência de Saúde 

Pública Internacional em 5 de maio de 2023, o vírus continua representando uma ameaça, 

exigindo vigilância e vacinação contínuas. A vacinação se mostra como o caminho crucial 

para prevenir formas graves da doença, com várias tecnologias de vacinas já 

desenvolvidas, incluindo as de vírus inativado, vetor viral e adenovírus, porém há uma 

margem para o desenvolvimento de novas abordagens como a vacina de subunidade 

carreada em levedura. Esta última utiliza fragmentos de proteínas antigênicas do vírus, 

levando a um estímulo para uma resposta imune específica. Espera-se que combinado a 

utilização de leveduras como veículo de carreamento a eficácia da vacina seja 

intensificada, induzindo respostas imunes humoral e celular. 

O uso de leveduras como vetores vacinais, de maneira geral, tem sido promissor 

na indução de respostas imunológicas específicas contra alvos desejados, tanto em 

vacinas terapêuticas quanto profiláticas, demonstrando ativar células dendríticas e gerar 
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respostas robustas de linfócitos T citotóxicos. Diferentes leveduras, como Saccharomyces 

cerevisiae e Pichia pastoris, têm status GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo 

seguras para utilização como vetores vacinais em diferentes abordagens. Um dos 

caminhos a seguir dentro da utilização de leveduras na produção de proteínas 

recombinantes é a ancoragem de tais proteínas na parede celular da levedura. Chamado 

de Yeast Surface Display, tal sistema tem sido utilizado para ampliar o reconhecimento 

específico dos antígenos virais, desencadeando uma resposta imunológica mais robusta. 

Neste contexto, o presente trabalho propõe a construção de um vetor 

possibilitando a co-expressão de antígenos derivados do SARS-CoV-2 para dupla 

ancoragem na superfície de Pichia pastoris, como parte do desenvolvimento de uma nova 

abordagem vacinal profilática. Além de também utilizar a sequência IRES (Sítio Interno 

de Entrada de Ribossomo), aparato que permite a expressão policistrônica em células 

eucarióticas, como em leveduras, e consequentemente a co-expressão de antígenos na 

superfície da levedura, como ferramenta para aumentar a apresentação antigênica. 



18 
 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 SARS-CoV-2 

2.1.1 Histórico e Origem 

O coronavírus é um vírus que faz parte da subfamília Coronavirinae, dentro da 

família Coronaviridae e da ordem Nidovirales (Figura 1). A família Coronaviridae é 

composta por quatro gêneros: α-coronavírus e β-coronavírus, que têm a capacidade de 

infectar seres humanos, e γ-coronavírus e δ-coronavírus, os quais foram identificados 

apenas em animais (Groot et al, 2012). Os casos de infecção por coronavírus em seres 

humanos mais conhecidos eram causados pelo coronavírus humano (HCoV), e estavam 

relacionados a resfriados comuns (Geller et al, 2012). Até que em 2002 ocorreram casos 

de pneumonia grave e contagiosa de origem desconhecida na província de Guangdong, 

no sul da China, que alertou a Organização Mundial da Saúde (OMS) quando começou a 

se espalhar rapidamente para outros países. Em Março de 2003, os Centros de Controle 

e Prevenção de Doenças (CDC) dos Estados Unidos designaram tais casos como causados 

pela Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS) (Tsang et al, 2003). Dita a primeira 

doença do século XXI a representar uma ameaça epidemiológica global, a SARS, doença 

causada pelo SARS-CoV, destacou a importância da colaboração internacional e de uma 

constante vigilância de doenças emergentes para o combate, e principalmente, na 

prevenção de doenças infecciosas (Li et al, 2005). 
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Quadro 1. Taxonomia de Coronavírus. Apresentação da taxonomia completa dos Coronavírus 

selecionados. Fonte: Nature Microbiology (2020) (Adaptado de Coronaviridae Study Group of the 

International Committee on Taxonomy of Viruses). 

 

Em 2012, foram reportados casos da Síndrome Respiratória do Oriente Médio 

(MERS) causada por um novo β-coronavirus na Arabia Saudita, considerada o epicentro 

da infecção, se espalhando rapidamente para outros países (Asaad et al, 2020; Groot et 

al, 2013). De acordo com a OMS, até Março de 2024, foram confirmadas 2610 infecções 

pelo MERS em 24 países, e 940 mortes confirmadas relacionadas à infecção. Foi 

observado que o vírus descendente da linhagem 2C beta-coronavirus, além de infectar 

seres humanos e camelos, pode infectar também primatas não-humanos, porcos, 

morcegos, coelhos, entre outros (Ramadan e Shaib, 2019). Com essa nova epidemia, 

alertou-se novamente ao risco contínuo dos Coronavírus à saúde pública mundial, e a 

importância de uma compreensão da distribuição de transmissão (Ali et al, 2024). 

A partir de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi reportado um 

surto de pneumonia grave, inicialmente sem origem associada. Tendo seu início em um 

mercado local de frutos do mar, a doença se espalhou rapidamente, infectando 2.761 

pessoas na China até janeiro de 2020, sendo associada a 80 mortes e a infecção de 33 

pessoas em outros 10 países. Após testes moleculares e testes sorológicos, juntamente 

com o estudo de sintomas clínicos, foi determinado que a doença se caracterizava por 

uma pneumonia induzida por vírus. Apesar da maioria dos casos iniciais serem através 

do contato com o mercado de frutos do mar, a transmissão passou a ser considerada de 

humano para humano (Zhou et al, 2020). Ao perceber ser um novo vírus circulando, o 

vírus foi nomeado provisoriamente como 2019-nCoV. Contudo, a partir de comparações 

com o SARS-CoV, o Grupo de Estudos de Coronavírus (CGS) do Comitê Internacional 

de Taxonomia Viral (ICTV) observou uma semelhança genética significativa entre os 

dois vírus, apesar do SARS-CoV-2 não ser um descendente. Concluindo que suas 

filogenias e características evolutivas eram mutuamente informativas, além da 

semelhança nos sintomas, foi decidido nomear definitivamente o agente etiológico como 

SARS-CoV-2 (Gorbalenya et al, 2020). Para a patologia causada pelo novo Coronavírus 

deu-se o nome de COVID-19, do inglês Coronavírus disease ou Doença do Coronavírus 

(Fiocruz, 2020). 

Após se estabelecer e causar uma pandemia, que, segundo a OMS, infectou até 

abril de 2024 cerca de 775 milhões de pessoas e ocasionou cerca de 7 milhões de 
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mortes, o SARS-CoV-2 apresentou uma diversidade em mutações genéticas com 

diferentes consequências e implicações clínicas, com alto potencial de impacto na saúde 

humana (Hussein et al, 2024). 

 

2.1.2 Estrutura e Ciclo Viral 

O SARS-CoV-2 possui RNA de cadeia simples e senso positivo (+ssRNA). Seu 

genoma tem aproximadamente 30 kilobases e é organizado de maneira policistrônica, o 

que implica que contém múltiplas regiões codificadoras transcritas em diversas proteínas 

virais (Raskin, 2020; Wei et al, 2023). O genoma do vírus contém 14 quadros de leitura 

abertos (ORFs), onde os ORF1a e ORF1ab, que constituem cerca de 2⁄3 do genoma viral, 

codificam a poliproteína 1a (PP1a) e a poliproteína 1ab (PP1ab) replicase, 

respectivamente, que são clivadas em um total de 16 proteínas não estruturais (NSPs) 

(Romano et al, 2020; Finkel et al, 2021). O outro terço do genoma codifica 4 proteínas 

estruturais, sendo elas a glicoproteína Spike (S), Membrana (M), Envelope (E) e 

Nucleocapsídeo (N), além de algumas proteínas acessórias, como ORF3a, ORF6, ORF7a, 

ORF7b, ORF8 e ORF10 (Helmy et al, 2020). 

As NSPs 1 a 11 são sintetizadas pelas regiões da ORF1a, enquanto a ORF1ab 

sintetiza as NSPs 12 a 16. As NSPs são proteínas importantes que auxiliam em processos 

fundamentais dos vírus como transcrição, produção de proteínas do envelope e replicação 

viral (Chakraborty et al, 2024), como descrito na Quadro 2. 

 

Proteína Papel no ciclo de vida do vírus 

Nsp1 Inibe a maquinaria de tradução e a produção de fatores de defesa 

imunológica 

Nsp2 Suposto papel na indução da apoptose 

Nsp3 Envolvido no complexo de replicação viral Nsp3-4-6 para modificação de 

Retículo Endoplasmático (RE) e formação de Vesículas de Membrana Dupla 

(DMVs) domínio de protease semelhante à papaína 

Nsp4 Complexo Nsp3-4-6 para modificação do RE e formação de DMVs 

Nsp5 Protease principal 
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Nsp6 Complexo Nsp3-4-6 para modificação ER e formação de DMVs 

Nsp7 Parte do complexo de replicação-transcrição, envolvido na replicação de 

vírus 

Nsp8 Parte do complexo de replicação-transcrição, envolvido na replicação de 

vírus 

Nsp9 Replicação de RNA 

Nsp10 Modula as atividades Nsp14 e Nsp16; Complexo Nsp10-Nsp11-Nsp14- 

Nsp16 

Nsp11 Nenhuma função conhecida 

Nsp12 Parte do complexo de replicação-transcrição, envolvido na replicação de 

vírus 

Nsp13 Helicase, parte do complexo RNA polimerase, envolvido na replicação do 

vírus 

Nsp14 Atividade da exonuclease e atividade da N7-MTase; Complexo Nsp10- 

Nsp11-Nsp14-Nsp16 

Nsp15 RNA endonuclease 

Nsp16 Dependente de S-adenosilmetionina (SAM), 2'-0-Metiltransferase; 

Complexo com Nsp10; Complexo Nsp10-Nsp11-Nsp14-Nsp16 

 

Quadro 2. Resumo das principais funções das proteínas não estruturais (NSPs) do Coronavírus. 

(Adaptado de Mariano et al, 2020). 

 

A estrutura do vírus é composta principalmente por três proteínas estruturais, 

sendo elas a Spike, Membrana e Envelope, que estão incorporadas na membrana externa 

e dão ao vírus a sua morfologia e estrutura distinta. Dentro do vírus, o RNA é revestido 

pela quarta proteína estrutural, o Nucleocapsídeo, que protege o material genético viral 

(Figura 1) (Raskin, 2020). 
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Figura 1. Proteínas estruturais do SARS-CoV-2. Spike, Membrana e Envelope estão incorporadas na 

membrana externa, proporcionando morfologia e estrutura distinta do vírus. Dentro da partícula viral, o 

RNA se encontra firmemente enrolado e revestido com a quarta proteína, Nucleocapsídeo. (Adaptado de 

Raskin, 2020). 

 

A proteína Spike é uma glicoproteína transmembrana de classe I que confere ao 

SARS-CoV suas características morfológicas distintas (Hussein et al, 2024). Com um 

comprimento de 200 nm, ela se localiza na superfície da membrana viral e desempenha 

um papel crucial na fusão com a membrana da célula hospedeira (Kakavandi et al, 2023). 

A proteína Spike é formada pelas subunidades S1, responsável pela ligação ao receptor, 

e S2, responsável pela fusão da membrana celular (Lu et al, 2020). A subunidade S1 

possui um peptídeo sinal, seguido por um domínio N-terminal (NTD) e um domínio de 

ligação ao receptor (RBD), que é altamente conservado. Por sua vez, a subunidade S2 

inclui um peptídeo de fusão conservado (FP), repetições heptad (HR) 1 e 2, um domínio 

transmembrana (TM) e um domínio citoplasmático (CP). Além disso, a subunidade S2 é 

altamente conservada e mostra uma grande semelhança com as de dois coronavírus 

semelhantes ao SARS de morcegos e o SARS-CoV humano (Chan et al, 2020). 

Graças a interação com receptores celulares para mediar a fusão de membranas e 

a presença de múltiplos epítopos conformacionais que podem induzir anticorpos 

neutralizantes potentes, a proteína Spike é possivelmente a principal indutora de 
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anticorpos neutralizantes (NAbs), e por isso é um grande alvo no desenvolvimento de 

vacinas e imunoterapias (Mousavizadeh e Ghasemi, 2021; Tregoning et al, 2020). 

A proteína da Membrana é uma glicoproteína transmembrana de classe III, sendo 

a proteína mais abundante na superfície viral. É composta por três domínios principais, 

sendo um longo domínio C-terminal que está embutido no envelope, um domínio que 

atravessa a membrana três vezes e um curto domínio N-terminal que se projeta para fora 

da partícula viral (Liu et al, 2020; Thomas, 2020). A proteína da Membrana apresenta 

pouca similaridade com as proteínas M de outros coronavírus, e desempenha um papel 

importante para a formação de vírions entre o RE e o corpo de Golgi da célula, e na 

estabilização da estrutura da proteína do Nucleocapsídeo, pois está localizada no núcleo 

interno dos vírions (Alharbi e Alrefaei, 2021; Lu et al, 2021). 

Apesar de ser a menor proteína estrutural, a proteína Envelope é crítica para a 

patogênese do vírus através da interação com as proteínas do hospedeiro, causando 

estresse nas células (Tripathi et al, 2020). Sabe-se se que a proteína E se localiza 

principalmente no RE e no complexo de Golgi, onde participa da montagem, brotamento 

e tráfego intracelular de vírions infecciosos, e, apesar de ser altamente expressa dentro da 

célula infectada durante o ciclo de replicação, apenas uma porção pequena é incorporada 

no envelope do vírion (Schoeman e Fielding, 2019). 

A proteína Nucleocapsídeo é uma proteína estrutural, abundante nos vírus, que se 

liga ao genoma do RNA viral e forma o núcleo ribonucleoprotéico, além de apresentar 

uma alta imunogenicidade. Análises estruturais da proteína N recombinante de 

comprimento total revelaram uma alta proporção de região desordenada sem ácido 

nucleico associado, que pode favorecer a interação transitória da proteína com diversas 

moléculas, mantendo a sua conformação adequada (Zeng et al, 2020; Wu et al, 2023). 

Com a alta imunogenicidade e sua abundante expressão durante a infecção, a proteína N 

é um grande alvo como antígeno vacinal (Dutta et al, 2020). 

As proteínas acessórias são associadas ao papel na virulência e interação com o 

hospedeiro. Porém, apesar do compartilhamento das proteínas estruturais e das proteínas 

não estruturais entre os coronavírus, as proteínas acessórias apresentam uma conservação 

diminuída e uma distribuição diferente quando comparadas a outros coronavírus, com 

exceção do SARS-CoV (Mariano et al, 2020). 

Em relação ao ciclo viral, inicia-se através da ligação entre a proteína S e a enzima 

conversora de angiotensina 2 (ACE2), que atua como receptor da célula hospedeira, 

promovendo a entrada do vírus. Essa interação desempenha um papel 
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crucial na infecção do coronavírus na célula hospedeira e tem sido objeto de estudos 

devido à propensão do vírus à ACE2 (Fehr e Perlman, 2015). O estudo de Luan et al, 

2020 teve foco na semelhança do receptor em outras espécies de mamíferos e como a 

ampla gama de hospedeiros pode facilitar o desenvolvimento de novas cepas do vírus. 

Após a ligação ao receptor, o vírus atravessa a membrana da célula hospedeira, essa etapa 

é mediada pela clivagem da proteína S, seguida pela fusão das membranas viral e celular. 

A clivagem ocorre em dois locais na proteína S, facilitando a exposição do peptídeo de 

fusão. O peptídeo de fusão se insere na membrana, promovendo a fusão das membranas 

e liberando o genoma viral no citoplasma. Seguido a isso, ocorre a replicação e 

transcrição, com os vírions descendentes construídos no retículo endoplasmático e no 

complexo de Golgi. Em seguida, sofrem exocitose para finalizar o ciclo viral (Fehr e 

Perlman, 2015; Eslami et al, 2022; Yang e Rao, 2021) (Figura 2). 
 

 

 
Figura 2. (1) A proteína S localizada na superfície viral se liga ao receptor da enzima Conversora de 

Angiotensina 2 (ACE2) na membrana plasmática da célula-alvo, facilitando a adesão do vírus. Entretanto, 

para que o vírus possa entrar na célula, é necessária a ativação da proteína S pela Protease Transmembranar 

Serina 2 (TMPRSS2), que cliva essa proteína, permitindo a entrada do vírus na célula. 

(2) Sendo um vírus de RNA de fita simples de sentido positivo (+ssRNA), ele pode ser imediatamente 

traduzido nos ribossomos da célula hospedeira. As ORF1a e ORF1b são traduzidas, produzindo duas 
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poliproteínas, pp1a e pp1b, que são clivadas por proteases do complexo replicase-transcriptase (RTC), que, 

durante a replicação, gera cópias de RNA negativo do genoma. (3) O RNA negativo serve como molde para 

a produção do genoma de RNA positivo. (4) Durante a transcrição, um conjunto de RNAs subgenômicos é 

produzido por transcrição descontínua. (5)Esses RNAs subgenômicos são utilizados como moldes para a 

síntese de genomas progenitores de +ssRNA e mRNAs subgenômicos. (6) As outras ORFs produzem as 

proteínas estruturais N, M, E e S. (7) formação dos vírions maduros ocorre através da interação das 

proteínas S, E e M na formação da partícula completa no compartimento intermediário do retículo 

endoplasmático de Golgi. (8) Após a montagem e aquisição do envelope viral, os vírus se acumulam em 

vesículas, onde finalizam a maturação. (9) Os vírus são transportados através de vesículas para a superfície 

celular e liberados por exocitose. (Adaptado de Hartenian et al, 2020; Fiuza et al, 2020). 

 

2.1.3 Epidemiologia e Transmissão 

Em dezembro de 2019, o governo chinês notificou a ONU sobre um surto de 

pneumonia, que até então tinha causa desconhecida, e que logo se espalharia para outros 

países. Causada por um novo coronavírus, mais tarde nomeado SARS-CoV-2, a infecção 

pelo vírus apresentou desde o início um espectro que abrange infecção assintomática, 

doenças leves do trato respiratório superior, pneumonia grave com insuficiência 

respiratória, e até a morte (Zhou et al, 2020). A doença causada pelo SARS-CoV-2 foi 

denominada de COVID-19, e foi associada a sintomas variados, mas que comumente 

incluem febre, tosse, fadiga, falta de ar, dor de cabeça, e até perda de olfato e paladar 

(Sultana et al, 2024). 

Em março de 2020, com o crescimento rápido do número de casos confirmados e 

mortes, a ONU declarou a pandemia da SARS-CoV-2. Com mais de 118 mil infecções 

e 4.291 mortes, o vírus circulava em 114 países e continuava a se espalhar pelo globo 

(OMS, 2020). Atualmente o número de casos de infecções globalmente é de cerca de 775 

milhões, com 7 milhões de mortes total (OMS, 2024). 
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Figura 3. Número total de casos de COVID-19 reportados para OMS até Junho de 2024 e distribuição de 

casos mundialmente. (Adaptado de OMS, 2024). 

 

No Brasil, o primeiro caso do novo coronavírus foi confirmado em 26 de fevereiro 

de 2020. Um homem de 61 anos, morador de São Paulo e recém-chegado da Itália, 

começou a apresentar sintomas compatíveis com a COVID-19, como febre, tosse, coriza 

e dor de cabeça, e ao procurar atendimento Hospital Israelita Albert Einstein e testou 

positivo para a infecção (OPAS, 2020). A partir disso, o número de casos subiu 

consideravelmente, deixando o país em estado de alerta. Ao todo, o número de casos 

confirmados até Junho de 2024 é de cerca de 38 milhões de pessoas, com cerca de 712 

mil  mortes  confirmadas,  de  acordo  com  o  Ministério  da  Saúde. Após 

4 dias do primeiro caso de infecção, todos os estados brasileiros relataram ao menos um 

caso confirmado de COVID-19, levando o Ministério da Saúde a declarar um surto de 

transmissão comunitária em larga escala do vírus. Os altos números de casos e óbitos 

relacionados a COVID-19 no Brasil fizeram a América Latina um epicentro da pandemia 

(Giovanetti et al, 2022). 

A transmissão do vírus ocorre principalmente de indivíduo para indivíduo, através 

de gotículas emitidas por pessoas infectadas. Ao descobrir que a disseminação acontece 

por vias respiratórias e extra respiratórias, se pôde inferir a razão com que a disseminação 

da doença acontecia de forma tão rápida (Srinivas et al, 2020; Ferreira et 
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al, 2020). Para conter a disseminação, foram adotadas medidas como isolamento, 

quarentena, distanciamento social e uso de máscaras. Essas medidas foram escolhidas 

especialmente por sua eficácia em interromper a transmissão quando a detecção precoce 

é possível antes que a disseminação viral seja evidente, e também por sua histórica 

utilização no controle de surtos de doenças transmissíveis. Desde o surto de SARS em 

2003, a China se preparou para pandemias futuras aplicando lições aprendidas e agindo 

rapidamente na implementação de protocolos como esses (Wilder-Smith e Freedman, 

2020). 

 

2.1.4 Vacinas 

Devido à falta de eficácia dos tratamentos contra o coronavírus da síndrome 

respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV-2), a vacinação emergiu como a principal 

estratégia para conter a pandemia, prevenindo a forma grave da COVID-19. A longo 

prazo, a conquista da imunidade de rebanho tornou-se extremamente crucial para reduzir 

o risco de infecção entre os indivíduos suscetíveis, limitando não apenas a propagação do 

vírus de pessoa para pessoa, mas também protegendo indiretamente os indivíduos não 

vacinados de alto risco (Liu e Ye, 2022; Fine et al, 2001). Com o avanço da 

pandemia, a OMS em 2021 estabeleceu alguns objetivos estratégicos para combater a 

COVID-19 por meio da vacinação em nível global. Entre esses objetivos, destacam-se: 

(a) minimizar as mortes, as doenças graves e a carga geral da doença; (b) reduzir o 

impacto no sistema de saúde; e (c) restaurar a atividade socioeconômica. A partir da 

vacinação, houve uma redução significativa na forma grave da COVID-19, diminuindo 

também os casos de hospitalizações e mortes (OMS, 2022). 

O processo para liberação e utilização de vacinas pode chegar até 15 anos, 

passando por da pesquisa até o mercado. Porém, durante grandes surtos, como na 

pandemia da COVID-19, as agências regulatórias podem sobrepor as diferentes fases de 

testes, com a finalidade de acelerar os processos (Liu e Ye, 2022). Em dezembro de 2020, 

cerca de 200 possíveis candidatos vacinais para COVID-19 foram avaliados, e 52 deles 

estavam em fases de testes clínicos em humanos (OMS, 2022). Para implementação da 

vacinação, diversas plataformas vacinais foram utilizadas, variando de formas 

tradicionais como vírus inativado, vírus atenuado, até abordagens mais recentes como 

vetores virais e ácidos nucleicos (Quadro 3). 



28 
 

 

Tipo de 

Vacina 

Tecnologia 

utilizada 

Vantagens Desvantagens Exemplos 

Ácido nucléico Seção do 

material 

genético 

(DNA/RNA) 

que fornece as 

instruções 

para proteínas 

específicas 

- Relativamente 

simples de 

fabricar; 

- Desenvolvimento 

rápido; 

-Sem componentes 

vivos, portanto, 

sem risco de a 

vacina 

desencadear 

doenças. 

- Lipossomas 

requerem 

armazenamento 

ultrafrio; 

- Eletroporação pode 

ser complicada; 

- Sistemas de 

distribuição 

diferentes podem ser 

necessários. 

DNA 

vaccine: 

ZyCoV-D 

mRNA 

vaccines: 

Pfizer- 

BioNTech 

and Moderna 

COVID-19 

Vírus total 

atenuado 

Vírus 

enfraquecido 

- Alta 

imunogenicidade; 

- Bom histórico 

de utilização. 

- Risco de reversão 

para forma 

patogênica; 

- Lento para 

desenvolver novas 

versões; 

- Risco de infecção 

em pacientes 

imunocomprometido 

s. 

Codagenix 

Inc., Serum 

Institute of 

India, Indian 

Immunologic 

al Ltd. 

Vírus total 

inativado 

Vírus 

causador  de 

doenças 

inativado por 

produtos 

químicos, 

radiação ou 

alta 

temperatura 

- Tecnologia bem 

estabelecida; 

- Sem 

componentes 

vivos; 

- Relativamente 

simples de 

fabricar. 

- Risco de doença 

agravada pela 

vacina; 

- Doses de reforço 

podem ser 

necessárias. 

COVAXIN- 

Bharat 

Biotech, 

Coronavac- 

Sinovac, 

Sinopharm 

Subunidade Antígenos 

específicos do 

patógeno 

- Tecnologia bem 

estabelecida; 

- Sem 

componentes 

vivos, portanto, 

sem risco de a 

vacina 

desencadear 

- Relativamente 

complexo de 

fabricar; 

- Adjuvantes podem 

ser necessários; 

- Determinar a 

melhor combinação 

de  antígenos  leva 

Novavax, 

Moderna 
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  doenças; 

- Relativamente 

estável. 

tempo.  

Vetor viral 

recombinante 

Vírus 

inofensivos 

modificados 

para produzir 

material 

genético 

selecionado 

- Tecnologia bem 

estabelecida; 

- Segurança; 

- Produção em 

larga escala; 

- Forte 

imunogenicidade. 

- Imunidade  pré- 

existente  ao vetor 

pode reduzir   a 

resposta 

imunológica; 

- Relativamente 

complexo de 

fabricar. 

Oxford/Astra 

Zeneca, 

Janssen/John 

son and 

Johnson, 

Sputnik 

Light— 

Gamaleya 

Vacinas 

baseadas  em 

partículas 

semelhantes 

ao vírus 

(VLPs) 

Preparações 

supramolecul 

ares 

multiproteícas 

com 

características 

equivalentes a 

vírus 

- Pode produzir 

respostas 

imunológicas 

celulares e 

humorais  fortes; 

- Sem risco de 

reversão porque 

não contém 

nenhum material 

genético do vírus. 

- Risco de 

conformação 

incorreta; 

- Fabricação lenta e 

mais cara. 

Medicago 

Inc, Saiba 

GmbH 

 

 

Quadro 3. Principais plataformas empregadas no desenvolvimento de vacinas contra a COVID-19, 

destacando a definição, suas vantagens e desvantagens e exemplos de vacinas desenvolvidas com essas 

tecnologias (Adaptado de Ghildiyal et al, 2024; Hadj Hassine, 2022; Tregoning et al, 2020; Liu e Ye, 2022). 

 

 

2.2 Utilização de leveduras como vetores vacinais 

2.2.1 Caracterização 

Tanto para terapia quanto para pesquisa, diferentes sistemas de hospedeiros de 

expressão são utilizados para a produção de proteínas recombinantes, com a escolha do 

sistema variando conforme o objetivo desejado. As plataformas em uso incluem bactérias, 

leveduras, fungos filamentosos e células de eucariotos superiores, cada uma com suas 

vantagens e desvantagens (Quadro 4), considerando suas características 
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específicas e aspectos econômicos envolvidos na sua produção (Gomes et al, 2016). O 

uso de diferentes sistemas surgiu a partir da necessidade de aplicar a tecnologia de DNA 

recombinante (rDNA). Utilizada para a clonagem e expressão de um gene de interesse 

em um sistema de expressão adequado, o rDNA tem sido utilizado para superar as 

dificuldades na produção de grandes quantidades de vacinas ou agentes diagnósticos 

(Balamurugan et al, 2006). A partir do rDNA, a produção de proteínas recombinantes se 

tornou uma das principais aplicações biotecnológicas, se estabelecendo com a introdução 

da insulina recombinante e do hormônio de crescimento humano na década de 1980 

(Huang et al, 2018). 

 

 

Sistema 

hospedeiro 

Vantagens Desvantagens 

Escherichia 

coli 

Fácil 

Rápido 

Econômico 

Taxa de crescimento rápido 

Capacidade para fermentação 

contínua 

Não possui a maquinaria necessária para remover 

íntrons dos transcritos 

O gene estrangeiro pode conter sequências que atuam 

como sinais de terminação, resultando em terminação 

prematura e perda da expressão gênica 

Viés de códons 

Falta de modificações pós-traducionais 

A glicosilação é extremamente incomum em bactérias 

Produção de proteínas em forma insolúvel ou na forma 

de corpos de inclusão 

Degradação de proteínas 

Acúmulo de endotoxinas 

Bacillus 

subtilis 

Não produz LPS/endotoxinas 

Pode ser transformada facilmente 

com muitos bacteriófagos e 

plasmídeos 

Capaz de secretar proteínas 

extracelulares funcionais 

diretamente no meio de cultura 

Produção de proteases extracelulares que podem 

reconhecer e degradar proteínas heterólogas 

Instabilidade de plasmídeos 

Redução ou ausência de expressão da proteína de 

interesse 

Leveduras Crescimento rápido em meio de 

baixo custo 

Modificações pós-traducionais 

apropriadas 

Hiperglicosilação de proteínas 

Viés de códons 

Ineficiência na secreção das proteínas para o meio de 

crescimento, resultando em retenção intracelular 
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 Segurança do sistema garantida 

Ausência de produção de 

endotoxinas 

 

Fungos 

filamentosos 

Alto nível de expressão Complexo 

Falta de conhecimento sobre fisiologia 

Células de 

Mamíferos 

Dobramento correto de proteínas 

Modificações pós-traducionais 

apropriadas e montagem do produto 

Glicosilação adequada 

Alto custo 

Tecnologia complicada 

Potencial contaminação com vírus animais 

Quadro 4. Vantagens e desvantagens de diferentes sistemas hospedeiros para expressão de proteínas 

recombinantes (Adaptado de Gomes et al, 2016). 

 

 

As leveduras expandiram sua importância além do uso tradicional na fermentação 

na indústria alimentícia para diversos setores da saúde, incluindo a produção de proteínas 

recombinantes. Inicialmente utilizada na produção de pães e bebidas, estes organismos 

unicelulares ganharam espaço nas últimas décadas graças às vantagens únicas que 

oferecem (Kim et al, 2014). Como organismos eucarióticos, as leveduras são capazes de 

realizar diferentes processos de modificações pós-traducionais, como glicosilação e 

fosforilação, que muitas vezes são limitados ou não estão presentes nas bactérias. Além 

de terem uma taxa de crescimento rápida e grande robustez, possibilitando seu cultivo em 

larga escala e são de fácil manipulação genética (Yang et al, 2023). Por apresentarem 

status GRAS (Generally Recognized as Safe), que garante segurança na utilização de 

diversas espécies de leveduras em alimentos, bebidas e processos industriais, algumas 

leveduras podem ser utilizadas como vetores vacinais. Espécies como Saccharomyces 

cerevisiae, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis e Hansenula 

polymorpha se apresentam como modelos de estudo para aplicações biotecnológicas, 

incluindo a produção de proteínas recombinantes (Roohvand et al, 2017). 

A utilização de leveduras como vetor vacinal demonstrou ser uma abordagem 

promissora, capaz de gerar respostas imunológicas específicas ao antígeno de interesse, 

ativar células dendríticas e desencadear respostas robustas de linfócitos T citotóxicos 

específicos para o antígeno. Essa estratégia tem sido explorada tanto para vacinas 

terapêuticas quanto para vacinas profiláticas (Ardiani et al, 2010). 
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2.2.2 Produção de proteínas heterólogas em Pichia pastoris 

Pichia pastoris, atualmente reclassificada como Komagataella phaffii, foi 

introduzida nos anos 60’ como uma levedura metilotrófica, utilizando metanol como fonte 

de carbono e energia. Já nos 70’, foi desenvolvida como um sistema de expressão 

heterólogo pela Philips Petroleum junto a Salt Institute Biotechnology/Industry 

Associates, Inc. (SIBIA) (Vijayakumar et al, 2024). Duas características principais 

marcam P. pastoris como alternativa interessante a outros modelos já utilizados para 

produção de proteínas heterólogas, como S. cerevisiae. Uma delas é o promotor AOX1, 

derivado do gene da álcool oxidase, utilizado na transcrição de genes heterólogos, e sendo 

altamente induzido por metanol e reprimido por glicose, glicerol e etanol. Graças a essa 

característica de regulação e características controláveis, esse promotor é uma ótima 

opção para direcionar a expressão de proteínas recombinantes (Torres & Moraes, 2000; 

Mastropietro et al, 2021). 

Outra característica importante na escolha de P. pastoris como modelo para expressão de 

proteínas heterólogas, é a ausência do “efeito Crabtree”, visto que esta levedura não é 

considerada como forte fermentadora. A maioria das leveduras ao fermentar gera etanol, 

o que, em culturas de alta densidade, pode atingir rapidamente níveis tóxicos de etanol, 

o chamado “efeito Crabtree”. Por estar dentro do grupo de leveduras que não possuem 

este efeito, P. pastoris apresenta uma baixa demanda energética para manutenção, 

possibilitando sua cultura em larga escala e densidade mais facilmente (Torres & Moraes, 

2000; Montaño et al, 2010). 

Existem diferentes linhagens de P. pastoris, como Y-11430, KM7121, MC100- 

3, porém uma das mais utilizadas para expressão de proteínas é a GS115, especialmente 

para indústria e medicamentos. 

 

 

2.3 Ancoragem de proteínas recombinantes em leveduras 

2.3.1 Aspectos gerais 

Dentre as diferentes formas que se pode utilizar as leveduras na produção de 

proteínas recombinantes na parede celular da levedura encontra-se a técnica de Yeast 

Surface Display (YSD), que compreende diferentes aplicações, como seleção de 

proteínas, produção de anticorpos, biorrefinaria (Ye et al, 2021). Com a abordagem, é 
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possível expressar peptídeos alvos ou proteínas na superfície celular utilizando linkers ou 

proteínas âncoras para diferentes finalidades, incluindo o desenvolvimento de estratégias 

vacinais (Tanaka et al, 2012). Essa estratégia surge também como um caminho para 

contornar um dos desafios encontrados na produção de proteínas heterólogas em 

leveduras, que é a capacidade de gerar proteínas que se liguem com alta afinidade e 

especificidade aos alvos, visto a habilidade de melhorar não só a afinidade e 

especificidade mas também a expressão e estabilidade dessas proteínas (Gai e Wittrup, 

2007; Gera et al, 2013). O YSD utiliza algumas vantagens de modificações pós- 

translacionais encontradas em leveduras, como glicosilação, acilação e fosforilação, que 

somadas à facilidade de cultura celular, manipulação genética e conhecimento que se tem 

desses organismos, permite a adesão e exposição das proteínas em sua superfície (Ye et 

al, 2021; Teymennet-Ramírez et al, 2022). 

A construção de um cassete de expressão a ser utilizado para YSD necessita de 

algumas características principais, além da proteína de interesse, sendo a) peptídeo sinal 

no N-terminal da proteína, com a função de secretar a proteína de interesse, b) proteína 

âncora no C-terminal da proteína, para fixar e expor a proteína na parede da levedura, c) 

uma tag de epítopo para detecção e análise do funcionamento da exposição. É importante 

o estudo e avaliação de diferentes opções, para selecionar a mais viável a depender da 

proteína e promotor de interesse (Ye et al, 2021; Kajiwara et al, 2020). 

Diferentes proteínas âncoras podem ser utilizadas para ancoragem de proteínas na 

superfície celular de leveduras, tanto na família de proteínas GPI quanto na família Pir. 

Dentro da família de proteínas Glicosilfosfatidilinositol (GPI), existe um sistema de 

aglutininas, que se caracterizam como glicoproteínas mediadoras de adesão sexual em 

células de leveduras e que podem ser extraídas por glucanase, e que secretam a- aglutinina 

(Aga) e α-aglutinina (Agα) (Ye et al, 2021; Chen, 2017). A α-aglutinina é a proteína 

âncora mais utilizada para sistemas de fusões em proteínas de interesse a partir de metade 

da região C-terminal Agα, sítio que é capaz de imobilizar e expor na parede extracelular 

as proteínas fusionadas (Piraine et al, 2021). 

Também foi observado que, ao serem ancoradas na parede das leveduras (Figura 

4), as proteínas recombinantes ficam expostas e têm a capacidade de aprimorar a 

exposição antigênica. Esse fenômeno ocorre principalmente porque as proteínas mantêm 

sua estrutura conservada, preservando assim seus sítios antigênicos, o que amplia o 

reconhecimento específico dos antígenos vacinais (Kenngott et al, 2016; Lei et 
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al,2016). 
 

 

Figura 4. Ilustração da ancoragem dos antígenos vacinais na superfície da levedura, utilizando a técnica 

de Yeast Surface Display. Fonte: Autor. 

 

 

2.3.2 Dupla ancoragem 

Buscando ampliar a resposta imunológica induzida pelas vacinas, além da 

apresentação antigênica através do YSD, pode ser interessante a utilização de mais de um 

antígeno no cassete de expressão. O Sítio Interno de Entrada de Ribossomo (IRES) se 

caracteriza como sequências de mRNA exclusivas em regiões não traduzidas (UTRs) para 

tradução cap-independente de síntese proteica, presentes em alguns vírus como vírus da 

poliomielite e da encefalomiocardite. Uma das suas aplicações tem sido na engenharia 

genética, em construções de vetores com co-expressão de genes. Zitvogel et al, 1994 já 

desenvolviam na década de 90 estudos envolvendo a co-expressão de diferentes 

subunidades de interleucinas 12 (IL-12) utilizando pela primeira vez IRES para aplicação 

biomédica. Desde então, diversos trabalhos têm tido como alvo a utilização desta 

abordagem para expressão simultânea de dois genes. A sequência IRES tem a função de 

recrutar os ribossomos e garantir continuidade da síntese proteica entre as sequências 

gênicas das proteínas de interesse, evitando a interrupção antes da síntese do segundo 

gene de interesse. (Zitvogel et al, 1994; Marques et al, 2022; Huang et al, 2019). 

Essas sequências são geralmente derivadas de genomas virais, a partir de vírus 

como o vírus Potato virus Y (PVY), porém sua funcionalidade da sequência IRES em 

levedura já foi previamente avaliada por estudos de Huang et al, 2019, onde foi observada 

a possibilidade da sua utilização para introduzir múltiplos genes em P. pastoris. 
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OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Construção de vetor de expressão com co-expressão de proteínas codificadas por 

genes derivados do SARS-CoV-2, SCOV-SintΔ (gene sintético multi-epítopos) e RBDwt, 

para dupla ancoragem na superfície de Pichia pastoris, como parte do desenvolvimento 

de estratégias vacinais voltadas para imunização contra a COVID-19. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

• Amplificação dos genes SCOV-SintΔ e RBDwt para clonagem em vetor de 

expressão; 

• Amplificação dos “biobricks”, sequências de DNA padronizadas com diferentes 

funções específicas que podem ser combinadas para criar sistemas biológicos 

complexos, do cassete de expressão; 

• Construção de vetor de expressão que possibilite a dupla ancoragem dos antígenos 

vacinais na superfície de P. pastoris. 
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METODOLOGIA 

4.1 Materiais 

4.1.1 Plasmídeo 

O vetor pPGKΔ3 (de Almeida et al, 2005; vetor não-comercial cedido pelo Dr. 

Fernando Araripe Gonçalves Torres/Universidade de Brasília) foi utilizado na construção 

do trabalho. Apresenta PGK1 como promotor de indução constitutiva, MF-α (Fator Alfa) 

como peptídeo sinal para secreção de proteínas recombinantes produzidas, AOX1 como 

terminador de transcrição nativa que permite processamento eficiente de mRNA 3’, TEF1 

como promotor do gene do fator de alongamento de transcrição 1, BleoR como gene de 

resistência a Zeocina para seleção em E. coli, extremidade 3’ do gene CYC1 de S. 

cerevisiae que permite processamento eficiente de mRNA 3’ do gene Sh ble para aumento 

estabilidade e a origem de replicação que permite a replicação e manutenção do plasmídeo 

em E. coli. 

 

Figura 5. Mapa esquemático do vetor de expressão pPGKΔ3 gerado a partir do SnapGene. Fonte: 

Autor. 
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4.1.2 Genes Multiepítopo e RBDwt 

Dois genes foram utilizados como modelo de antígenos vacinais neste trabalho. 

Um deles foi o SCOV-SintΔ, gene sintético multiepítopo, que apresenta 8 epítopos de 

proteína Spike e 7 do Nucleocapsídeo (Figura 6). O gene foi desenhado a partir da 

dissertação de mestrado de Maria da Conceição Viana Invenção, defendida em janeiro de 

2022, pelo Programa de Pós-graduação em Genética, orientada pelo Prof. Dr. Antonio 

Carlos de Freitas. 
 

Figura 6. Gene sintético multiepítopos, contendo regiões da proteína Spike e Nucleocasídeo do SARS- 

CoV-2. A construção contém uma tag de hexahistidina (6xHis), linkers Gly(8), EAAAK, KK e sequências 

adjuvantes como β-defensina, PAN-HLA DR e TAT; além das sequências de epítopos das proteínas S e N 

do SARS-CoV-2. Fonte: Autor. 

 

 

Os epítopos escolhidos foram avaliados in silico quanto a capacidade de 

reconhecimento e ligação com células B e T, cobertura populacional e também em relação 

às principais variantes. Diferentes linkers foram adicionados (Quadro 5), para diferentes 

finalidades, incluindo o aumento da estabilidade e acessibilidade a anticorpos dos 

epítopos, assim como promover a apresentação de antígenos via MHC-II. O SCOV- SintΔ 

apresenta cerca de 900pb. 

 

 

Linker Localização Função e Características Referências 

Gly (8) Extremidade Aumenta curvatura e estabilidade dos 

epítopos, aumenta acessibilidade a 

anticorpos 

Pandey et al., 2018) 

EAAAK Extremidade Aumenta curvatura e estabilidade dos 

epítopos, aumenta acessibilidade a 

anticorpos 

Pandey et al., 2018) 
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AAY Entre 

epítopos 

Específico para epítopos de MHC-I, forma 

sitios para transporte via TAP 

(Transportador Associado ao 

Processamento de Antígenos), aumenta 

apresentação antigênica 

Pandey et al., 2018) 

GPGPG Entre 

epítopos 

Específico para epítopos de MHC-II, 

estimula resposta T helper 

(Livingston et al., 

2002; Nezafat et al., 

2014; Dong et al., 

2020) 

KK Entre 

epítopos 

Ativa células B, alvo: Catepsina B via 

MHC-II 

(Nezafat et al., 2017) 

Quadro 5. Linkers adicionados à construção do gene sintético multiepítopo, SCOV-SintΔ, com sua 

localização e suas principais funções e características. Fonte: Autor 

 

 

O segundo gene selecionado foi o RBDwt, gene selvagem do Domínio de Ligação 

ao Receptor, escolhido por ser um dos principais alvos utilizados em diversas vacinas em 

circulação. Esta região faz parte da proteína Spike, e é essencial durante a infecção do 

SARS-CoV-2 ao se ligar ao receptor Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) nas 

células hospedeiras. A região de interesse apresenta fragmento de cerca de 711pb. 

 

4.1.3 Linhagem de Microrganismo e Meios de cultura 

A bactéria E. coli Top10 foi utilizada como organismo hospedeiro para os 

experimentos de clonagem. Nas etapas de transformação em E. coli, repique e inóculo foi 

utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB) low salt, apresentando a seguinte 

composição: Extrato de levedura 0.5%, NaCl 0.5% e Peptona 1%, adicionando 25 μg/mL 

de Zeocina (Invitrogen). Para meio sólido, foi acrescentado 1,5% de ágar. O cultivo das 

colônias foi realizado a 37°C por 16-18h. 

 

4.1.4 Géis para Eletroforese e Tampão 

Nas etapas de eletroforese de DNA, foram utilizados géis de agarose a 1% com 

tampão TAE 1X, composto por 400 mM de Tris base, 190 mM de ácido acético e 10 
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mM de EDTA, com pH 7,6.Durante o preparo do gel, foi adicionado brometo de etídio 

(0,3 μg/mL) para formação de complexos fluorescentes ao intercalar com o DNA, 

permitindo a visualização das bandas de DNA por meio de um transluminador de luz 

ultravioleta. As amostras foram aplicadas junto com tampão de amostra, para dar 

coloração e peso na aplicação da amostra, e se utilizou como referência o marcador de 

1Kb (Gene Ruler DNA Ladder). 

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Amplificação dos Genes 

Os fragmentos SCOV-SintΔ e RBDwt foram amplificados por PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase) a partir de sequências presentes nos vetores pxPGKSCOV e 

pVAXRBD (a partir da construção de trabalhos prévios do grupo), com primers 

específicos para cada gene. A reação foi feita utilizando TransTaq® DNA Polymerase 

High Fidelity (HiFi) para maior especificidade e maior eficiência na amplificação, e a 

partir da bula seguiu a seguinte programação: desnaturação inicial a 94°C por 5 min, 

desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos, extensão 72°C 

por 1 minuto e extensão final 72° por 5 minutos, sendo o número de ciclos 30. O produto 

da reação de PCR foi então analisado a partir de uma corrida de Eletroforese em gel de 

agarose com concentração de 1% em tampão TAE 1X, corrente elétrica de 80V e tempo 

de duração de 35 minutos. A purificação seguiu a etapa de confirmação de amplificação, 

e foi realizada utilizando o Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen Biotech. 

 

4.2.2 Amplificação dos “biobricks” e Construção do Cassete de Expressão 

O vetor pPGKΔ3 (de Almeida et al. 2005) foi sintetizado com o promotor de 

indução constitutiva PGK1, o primeiro peptídeo sinal MF-α (fator alfa) para secretar as 

proteínas recombinantes produzidas e uma tag de hexahistidina (6xHIS) que pode ser 

usada posteriormente para detecção imunológica com Anti-HIS e/ou purificação das 

proteínas de interesse (Lueking et al. 2003). A sequência IRES derivada do vírus PVY 

(Huang et al. 2019), 263pb, foi amplificada e clonada no vetor de passagem pUC57 pela 

empresa GenOne Biotechnologies. Tanto o vetor pPGK quanto a IRES PVY contêm sítios 

de restrição para as enzimas EcoRI e SalI, o que permitiu a realização de tratamento  

enzimático,  seguido  pela  purificação  utilizando  o  Easy  Pure  PCR 
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Purification Kit da Transgen Biotech. A partir disso, foi realizada a reação de ligação para 

inserir a sequência de PVY em pPGK com a enzima T4 ligase (Promega), seguindo as 

instruções da bula, em uma proporção de concentração 3:1 (inserto:vetor), para obtenção 

da construção pPGKPVY. 

O plasmídeo resultante da reação de ligação foi utilizado para transformação de 

células quimiocompetentes de Escherichia coli Top10. O protocolo utilizado já é pré- 

estabelecido para transformação bacteriana e seguiu as seguintes etapas: 10μL do produto 

de ligação foi homogeneizado mais 50μL de células quimiocompetentes E. coli Top10 e 

levado ao gelo por 15 minutos, após incubação foi levado ao termobloco a 42°C para 

choque térmico por 1 minuto. Em seguida, as células foram novamente levadas ao gelo 

por 1 minuto, adicionadas em 800μL de meio LB líquido, para recuperação e crescimento, 

e incubadas a 37°C por 1H. Depois da incubação, foram levadas a centrífuga por 10 

minutos a 1200rpm. Foram descartados 600μL do sobrenadante, e os 200μL restantes 

semeados em placas de meio LB com Zeocina (25μg/mL) e incubadas por 16 horas a 

37°C. 

As colônias que apresentaram resistência ao antibiótico, ou seja, aquelas que 

cresceram na placa, foram selecionadas, repicadas, inoculadas e posteriormente 

submetidas a extração de DNA plasmidial. Essas etapas foram realizadas seguindo o 

protocolo descrito por Sambrook et al. 1989. A confirmação da clonagem foi feita a partir 

da realização de PCR e analisada por Eletroforese em gel de agarose. 

Com o plasmídeo pPGKPVY, a etapa seguinte foi a amplificação da proteína 

âncora α-aglutinina I (αAG), a partir da sequência presente no pPGKmultiepAgα, com 

primers Forward e Reverse específicos. A reação foi feita utilizando TransTaq® DNA 

Polymerase High Fidelity (HiFi), e seguiu a mesma programação anterior. Com a 

confirmação da amplificação obtida a partir de Eletroforese em gel de agarose, o produto 

da reação de PCR foi purificado utilizando o Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen 

Biotech. Seguindo a construção do cassete (Figura 7), α-aglutinina I, α- aglutinina II e o 

fator alfa II (MF-α) foram amplificados a partir de PCR convencional, tendo como DNA 

template o pPGKmultiepAgα, e a reação foi feita utilizando HiFi, também com a mesma 

programação já citada. Todos amplificados e purificados com Easy Pure PCR Purification 

Kit da Transgen Biotech. 
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Figura 7. Esquema correspondente ao cassete de expressão. Com o PGK1 como promotor de indução 

constitutiva, o peptídeo sinal MF-α (fator alfa) para secretar as proteínas produzida, a proteína âncora α- 

aglutinina ao C-terminal das proteínas de interesse, que tem o propósito de ancorar e expor as proteínas 

recombinantes na superfície da levedura. Além disso, uma sequência IRES (Internal Ribosome Entry Site 

- Sítio Interno de Entrada de Ribossomos) PVY com a função de recrutar os ribossomos e garantir a 

continuidade da síntese das proteínas, evitando a interrupção antes da síntese do segundo gene de interesse 

e que permitirá alcançar a dupla ancoragem. Fonte: Autor. 

 

4.2.3 Clonagem dos genes no Vetor de Expressão 

A partir das purificações, foi realizada digestão enzimática em SCOV-SintΔ e no 

vetor pPGKPVY, a fim de gerar extremidades que permitissem ligação entre o inserto e 

o vetor. A reação foi realizada utilizando EcoRI e KpnI. Após digestão, inserto e vetore 

foram purificados com Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen Biotech 
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     RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Este trabalho propôs construção de um vetor co-expressando dois antígenos 

derivados do SARS-CoV-2, o primeiro sendo o SCOV-SintΔ, um gene sintético 

multiepítopo contendo regiões das proteínas estruturais Spike e Nucleocapsídeo, e o 

segundo o RBDwt, um gene selvagem do Domínio de Ligação ao Receptor encontrado 

na proteína S. Para isso foi preciso primeiro a amplificação de ambos os genes, que se 

encontravam em pxPGKSCOV e pVAXRBD, a partir de primers Forward e Reverse 

específicos. A amplificação foi confirmada através de uma corrida eletroforética com gel 

de agarose a 1% durante 35 minutos, revelando bandas de fragmentos com 900pb e 711pb, 

correspondendo respectivamente a SCOV-SintΔ e RBDwt (Figura 8). O gene 

multiepítopo foi escolhido como um dos antígenos por ser um alvo interessante graças ao 

conjunto de epítopos escolhidos na sua síntese, variando de epítopos das proteínas S e N, 

e que, nas análises in silico, apresentaram resultados promissores quanto a alta capacidade 

de reconhecimento e ligação com células B e T, cobertura populacional mundial de mais 

de 90% para MHC-I (Complexo Principal de Histocompatibilidade I) e pouco mais de 

50% para MHC-II (Complexo Principal de Histocompatibilidade II) e alta conservação 

contra possíveis variantes. Enquanto o RBDwt foi escolhido por ser um dos principais 

alvos de interesse no desenvolvimento de vacinas graças a sua capacidade de ativar 

células B para produção de anticorpos e células T para atacar as células infectadas, tanto 

em estudos em desenvolvimento quanto em vacinas em circulação (Yang et al, 2020). 

 

 

 
Figura 8. Amplificação de SCOV-SintΔ e RBDwt de SARS-CoV-2. Eletroforese em gel de agarose 1%, 

tampão TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb 
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(ThermoScientific); 1 - Fragmento de 900pb correspondente a SCOV-SintΔ; 3 - Fragmento de 711pb 

correspondente a RBDwt; 2, 4 - Controles negativos. 

 

A construção do cassete de expressão foi iniciada a partir da inserção da IRES - 

Sítio Interno de Entrada de Ribossomos, derivada do vírus Potato virus Y (PVY) com 

funcionalidade em P. pastoris previamente avaliada (Huang et al. 2019), no vetor pPGK. 

A utilização da sequência IRES no vetor de expressão é essencial para realização da co-

expressão, e subsequente dupla ancoragem, dos antígenos, visto que garante a 

continuidade da síntese proteica entre os genes (Marques et al, 2022). A partir de PCR 

convencional foi confirmada a inserção de PVY em pPGK, construído o plasmídeo 

pPGKPVY, como mostra a Figura 9. 

 

 
Figura 9. Confirmação de PVY em pPGK a partir de PCR convencional. Eletroforese em gel de agarose 

1%, tampão TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 40 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb 

(ThermoScientific); 1 - Controle negativo; 2 - Fragmento de 263pb correspondente a PVY. 

 

Figura 10. Ilustração da construção pPGKPVY. Contendo o promotor PGK1 como promotor de indução 

constitutiva, o peptídeo sinal MF-α (fator alfa) para secretar as proteínas produzida e IRES PVY com a 
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função de recrutar os ribossomos e garantir a continuidade da síntese das proteínas, evitando a interrupção 

antes da síntese do segundo gene de interesse e que permitirá alcançar a dupla ancoragem. Além disso, 

estão incluídos os sítios de restrição para enzimas EcoRI, XhoI, KpnI, HindIII, PstI, SmaI e SalI, que serão 

utilizados para inserção de outros “biobricks”. Fonte: Autor. 

 

Com a confirmação da presença de PVY no vetor a partir de PCR foi realizada a 

amplificação, a partir de PCR convencional, e purificação da proteína âncora α- aglutinina 

I, e subsequentes digestões de pPGK PVY e α-aglutinina I com as enzimas HindIII e KpnI 

(Figura 11). A proteína âncora AgαI nesta construção apresenta papel de imobilizar e 

expor SCOV-SintΔ na superfície de P. pastoris, visto que será fusionada ao C-terminal 

do antígeno, para aumento da exposição antigênica e ampliação no reconhecimento e 

resposta imune. 

 

 

 
Figura 11. Digestão enzimática com as enzimas HindIII e KpnI da proteína âncora α-aglutinina I e 

pPGKPVY. Eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35 

minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1, 2 - Fragmentos de 992pb 

correspondente a α-aglutinina I; 4 a 8 - Bandas correspondentes a pPGKPVY. 

 

Também foi realizada a amplificação e purificação da AgαII (Figura 13A), que 

será fusionada ao C-terminal do RBDwt, para sua ancoragem e exposição na parede 

celular da levedura, e do segundo peptídeo sinal MF-α (fator alfa), inserido após a IRES 

PVY a fim de secretar a proteína (Figura 12B). 
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A) B) 
 

 
Figura 12. Resultados de corridas eletroforéticas. A) Amplificação de α-aglutinina II com os respectivos 

primers Foward e Reverse. Eletroforese em gel de agarose 1%, tampão TAE, corrente elétrica de 80V por 

35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1 - Fragmento de 992pb 

correspondente a α-aglutinina II; 2 - Controle negativo. B) Amplificação de MF-α II (fator alfa) com os 

respectivos primers Foward e Reverse. Eletroforese em gel de agarose 1%, tampão TAE, corrente elétrica 

de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1 - Fragmento de 255pb 

correspondente a MF-α II; 2 - Controle negativo. 

 

O gene SCOV-SintΔ também recebeu tratamento enzimático a fim de gerar 

extremidades que permitam a ligação com o vetor pPGKPVY (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Digestão enzimática com as enzimas EcoRI e KpnI do SCOV-SintΔ e pPGKPVY. Eletroforese 

em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder 

GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1, 2 - Fragmentos de 900pb correspondente a SCOV-SintΔ; 3 e 4 - 

Bandas correspondentes a pPGKPVY. 
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Além dos “biobricks”, ou seja, das sequências a serem adicionadas, cada gene foi 

sintetizado com uma tag de hexahistidina (6xHIS) que pode ser usada tanto para detecção 

imunológica com Anti-HIS quanto para purificar as proteínas de interesse. O desenho do 

cassete completo a ser construído compreende: o PGK1, um peptídeo sinal MF-α (fator 

alfa) antes de cada gene, uma tag de hexahistidina (6xHIS) no N-terminal de cada gene, 

uma proteína âncora α-aglutinina ao C-terminal de cada proteína de interesse, além de 

uma sequência IRES PVY entre a AgαI e MF-α II, como ilustrado na Figura 14. 

 

 

 
Figura 14. Esquema geral do cassete de expressão a ser obtido ao fim da construção. Fonte: Autor. 



47 
 

     CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir dos resultados obtidos até o presente momento, o trabalho contará com a 

finalização da construção do cassete de expressão e clonagem dos genes, para 

transformação do plasmídeo recombinante em Pichia pastoris. Com a obtenção das 

linhagens recombinantes da levedura, espera-se avaliar a expressão das proteínas virais e 

posteriormente validar em etapas de análises imunológicas in vitro. Vale ressaltar que 

esse tipo de construção é inédita tanto no que se refere a avaliação da co-expressão dos 

antígenos vacinais para o SARS-CoV-2. Além disso, a construção contendo a dupla 

ancoragem poderá ser aproveitada para antígenos vacinais de outros agentes infecciosos, 

sendo seu desenho e elaboração inéditos. A pesquisa se encontra dentro do 

desenvolvimento de novas estratégias de vacinação profilática contra o SARS-CoV-2, 

necessitando de posteriores ensaios in vitro e in vivo para sua validação quanto abordagem 

vacinal. 
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